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1 Einleitung
1.1 Biomineralisation
Unter dem Begriﬀ Biomineralisation versteht man allgemein die Fähigkeit von lebenden
Organismen, Mineralien zu produzieren.2,3 Auf diese Weise entstehen Kompositmateria-
lien aus einem meist kristallinen anorganischen Material und einem kleinerem Anteil an
organischen Bestandteilen, auch Biomineralien genannt. Über den Aufbau durch Hierar-
chieebenen aus diesen organischen und anorganischen Bestandteilen zeigen viele Biomi-
neralien einzigartige Materialeigenschaften, die perfekt auf die Anforderung der späteren
Funktion abgestimmt sind.4 Mehr als sechzig unterschiedliche Mineralien werden so von
Lebewesen gebildet.3 Die Kontrolle über Orientierung, Polymorphie und Morphologie der
entstehenden Biomineralien erfolgt meist über die Wechselwirkung der organischen Matrix
mit den sich bildenden anorganischen Kristallen. Dabei dienen die organischen Bestand-
teile wie z. B. Kollagenfasern oder die Proteine der extrazellulären Matrix als Templat
der Mineralisation und kontrollieren so den Ort der Nukleation als auch die Orientierung.
Ein eindrucksvolles Beispiel für die Kontrolle über die Polymorphie von Biomineralien und
für die hervorragenden Materialeigenschaften sind die Schalen von Mollusken. Abbildung
1.1 zeigt die Schale von Haliotis laevigata. Die äußere Schicht der Muschel besteht aus
thermodynamisch stabilen Calcit. Innen ist die Muschelschale aus Perlmutt aufgebaut.
Perlmutt besteht zu 95% aus CaCO3 in der metastabilen Modiﬁkation Aragonit.
5 Dabei
sind die Aragonitplättchen regelmäßig hexagonal geformt und in einer bevorzugten kris-
tallograﬁschen Orientierung ausgerichtet (Abbildung 1.1b & 1.1c).
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(a) (b) (c)
Abbildung 1.1: Die Schale von Haliotis laevigata als Beispiel für ein Biomineral. Foto der
inneren Schicht Perlmutt (a). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des
Querschnittes von Perlmutt (b). Vergrößerte Aufnahme der plättchenförmigen
Aragonitstruktur (c). Abbildungen aus Heinemann et al., 2011.6
Obwohl Perlmutt zu 95% aus CaCO3 besteht, zeigt es eine um etwa das 3000-fache erhöhte
Bruchfestigkeit gegenüber geologisch vorkommenden CaCO3. Grund hierfür ist die hierar-
chische Struktur aus Aragonitschichten und einem organischen Fasernetzwerk aus Chitin
(Ziegel-Mörtel-Prinzip) (Abbildung 1.1b). Bei mechanischer Belastung werden entstehen-
de Risse in der anorganischen Komponente durch das organische Netzwerk abgefangen
und können sich nicht durch weitere Aragonitschichten fortpﬂanzen.7,8
Ein tieferes Verständnis über den Entstehungsmechanismus solcher Biomaterialien eröﬀ-
net neue Möglichkeiten für das Design, aber auch die Einsatzbereiche neuer Materialien.4
Hierfür ist es jedoch notwendig, die molekularen Mechanismen dieser Vorgänge zu verste-
hen. Ein Ansatzpunkt bietet die klassische Nukleationstheorie.
1.1.1 Klassische Nukleationstheorie und Pränukleationscluster
Kristallisation oder Mineralisation lässt sich allgemein unterteilen in Keimbildung und
Kristallwachstum. Im ersten Schritt, der Keimbildung, kommt es zur Phasentrennung in
einem übersättigten System. Die Keimbildung, auch Nukleation genannt, stellt den ent-
scheidenden Schritt in der Kristallisation dar.4 Über die Nukleation kann demnach die
Kristallisation kontrolliert werden.7
Der Mechanismus der Nukleation wird durch die klassische Nukleationstheorie beschrie-
ben. Sie wurde ursprünglich für die Nukleation aus übersättigtem Wasserdampf entwickelt
und anschließend auf die Kristallisation in Lösungen übertragen.4,9 Die klassische Nuklea-
tionstheorie beruht auf der Annahme, dass das Wachstum eines Nukleationskeims durch
die Anlagerung einzelner Monomere wie z. B. Atome, Ionen oder Molekülen voranschreitet.
Das Wachstum des Keims führt einerseits zur Zunahme der Volumenenergie, gleichzeitig
aber auch zur Bildung einer Grenzﬂäche und damit verbunden zu einer Grenzﬂächen-
spannung und Oberﬂächenenergie. Die Volumenenergie ist negativ, da der entstehende
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Abbildung 1.2: Grundlage der klassischen Nukleationstheorie. Abbildung nach Gebauer et al.,
2011.4
Festkörper thermodynamisch stabiler ist als die übersättigte Lösung; die Volumenenergie
treibt die Nukleation an. Die Oberﬂächenenergie wirkt der Nukleation entgegen. Für die
freie Energie des Systems gilt:
∆G =
4
3
Πr3ρS∆µ
︸ ︷︷ ︸
+4Πr2γ
︸ ︷︷ ︸
(1.1)
r = Radius des wachsenden Kristalls
ρS = Teilchendichte im Kristall
∆µ = µfest − µflüssig, Diﬀerenz im chemischen Potential
γ = Phasengrenzenergie
Dabei entspricht der erste Term in Gleichung 1.1 dem Beitrag der Volumenenergie und
der zweite Term der Oberﬂächenenergie. Da die Volumenenergie proportional zu r3 und
die Oberﬂächenenergie proportional zu r2 ist, dominiert bei einem kleinen Radius die
Oberﬂächenenergie, bei einem großen Radius die Volumenenergie. Der Radius, ab den
die Volumenenergie überwiegt, wird als kritische Größe des wachsenden Keims bezeichnet
(siehe Abbildung 1.2). Dies führt zu einem metastabilen Übergangszustand. Die Höhe
dieses Übergangszustandes bestimmt die kinetische Barriere der Nukleation. Keime, die
kleiner sind als die kritische Größe, sind instabil und lösen sich aufgrund der Oberﬂächen-
energie wieder auf. Keime, die größer sind als die kritische Größe, wachsen unbegrenzt
weiter.
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Die Höhe der Nukleationsbarriere entspricht dabei dem Maximum der Funktion bei
∆G
dr
und rc =
16πγ3
3(ρs|∆µ|)
.
Damit ergibt sich für die Höhe der Nukleationsbarriere:
∆Gkrit =
16πγ3
3(ρs|∆µ|)
. (1.2)
Das bedeutet die Höhe der Nukleationsbarriere ist ∼ γ3 und ∼
1
|∆µ|
, also stark abhängig
von der Phasengrenzenergie γ und der Übersättigung.
Durch die Zugabe eines Nukleationskeims kann die Nukleationsrate deutlich beschleunigt
werden. Beﬁndet sich ein Nukleationkeim in der Lösung entspricht dieser einem Nukleus
über kritischem Radius. Als Folge kann die Kristallisation einfach anschließen.10
Die klassische Nukleationstheorie ist allerdings nur beschränkt vorhersagekräftig. Größ-
tes Problem der Nukleationstheorie ist die sogenannte Kapillaritätsannahme. Dabei wird
angenommen, dass die Energien eines nanoskopischen Keims über makroskopische Grö-
ßen wie Grenzﬂächenspannung bzw. thermodynamische Stabilität quantiﬁziert werden
können. Für Keime im unteren Nanometerbereich sind diese makroskopischen Größen
allerdings wenig realistisch. Dies wird durch das Abweichen vieler experimenteller Ergeb-
nisse von der klassischen Nukleationstheorie bestätigt. Viele Biomineralien bilden sich
über stabile Pränukleationscluster und polyamorphe Zwischenstufen.4,11 Gemäß der Ost-
waldschen Stufenregel bildet sich dabei zuerst die energiereichste Phase, die anschließend
aufgrund ihrer höheren Löslichkeit in eine stabile Modiﬁkation umkristallisiert.12
Beim Konzept der stabilen Pränukleationscluster bilden sich vor der Nukleation, also der
Phasentrennung, unabhängig von der Übersättigung, kleinste, stabile Assoziate. Diese bil-
den bei der Phasentrennung zuerst amorphe Nanopartikel, die sich erst anschließend in
Kristalle umwandeln. Diese Form der Nukleation wird auch für Hydroxylapatit postuliert.
Im Gegensatz zur klassischen Nukleationstheorie verläuft die Phasentrennung über Clus-
teraggregation und nicht über die Anlagerung Monomere an einen einzelnen Keim (siehe
Abbildung 1.3).4
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Abbildung 1.3: Nukleation nach der klassischen Nukleationstheorie (oben) und nach dem al-
ternativen Konzept der stabilen Pränukleationscluster (unten).13
1.2 Calciumphosphate
Auf den Menschen bezogen stellen Calciumphosphate die wichtigsten Biomineralien dar.14
Als carbonathaltiges Hydroxylapatit bilden sie die mineralischen Hauptbestandteile in
Knochen, Zähne und mineralisierten Sehnen und gewährleisten die mechanische Stabili-
tät als auch die erforderliche Härte. Die Kristallisation an einer falschen Stelle (pathogene
Kristallisation, ektope Mineralisation) führt beispielsweise zu Arteriosklerose, Steinbil-
dung oder Zahnstein.
Alle Calciumphosphate sind in ihrer reinen Form farblos, in der Natur kommen sie jedoch
meist farbig durch Einlagerung von Übergangsmetallen vor. Die geologisch bedeutendsten
sind Fluorapatit und Phosphorit, die natürlich in Sediment- und Eruptivgestein vorkom-
men. Wirtschaftlich ist der Hauptanwendungsbereich die Herstellung von Phosphatdün-
gern. Alle Calciumphosphate zeichnen sich durch eine schlechte Wasserlöslichkeit aus, sind
jedoch alle in Säuren löslich. Anhand ihres Ca/P-Verhältnisses können Calciumphosphate
eingeteilt werden. Dabei gilt, je kleiner das Verhältnis von Calcium zu Phosphat, desto
saurer das Mineral, desto besser ist es wasserlöslich.
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1.2.1 Octacalciumphosphat
Octacalciumphosphat Ca8(HPO4)2(PO4)4 x 5H2O (OCP) wird häuﬁg als metastabile Zwi-
schenstufe bei der Ausfällung des thermodnyamisch stabileren Hydroxylapatit aus einer
wässrigen Lösung gefunden. Kristallograﬁsch ist es aus apatitähnlichen Schichten aufge-
baut, die durch hydratisierte Schichten voneinander getrennt sind. OCP ist Bestandteil
von Zahnstein und Blasensteinen.15 Des weiteren wird OCP als wichtige Zwischenstufe bei
der in vivo Bildung von Biomaterialien, wie z. B. Knochen oder Dentin, vermutet.12,16,17
1.2.2 Amorphes Calciumphosphat
Amorphes Calciumphosphat (ACP) besitzt ein Ca/P-Verhältnis im Bereich von 1,2 - 2,2.
Bei der Fällung von Calciumphosphaten aus wässriger Lösung tritt ACP häuﬁg als Zwi-
schenprodukt auf. Durch Elektronenmikroskopie wurde ACP als runde Partikel mit einem
Durchmesser von 20 - 200 nm charakterisiert. Es wird vermutet, dass ACP kugelförmige
Cluster der chemischen Formel Ca9(PO4)6 bildet, die als erste Keime bei der Kristallisa-
tion von Hydroxylapatit auftreten.18 Für ACP wird weiterhin eine bessere Osteokonduk-
tivität als für Hydroxylapatit und eine gute Bioaktivität beschrieben.19 Als Vorläufer für
Hydroxylapatit, wird ACP bereits in oral care Produkten eingesetzt, z. B. in Kombination
mit Caseinphosphopeptiden (CPP).20,21
1.2.3 Hydroxylapatit
Hydroxylapatit (Ca10(PO4)6(OH)2) stellt das am schlechtesten wasserlösliche Calciumphos-
phat dar. Chemisch reines Hydroxylapatit kristallisiert monoklin in der Raumgruppe
P21/b (Abbildung 1.4a). Oberhalb von 250 ◦C ﬁndet die Umwandlung in ein hexago-
nales Kristallgitter der Raumgruppe P63/m statt (Abbildung 1.4b). Diese Struktur wird
durch Fremdionen stabilisiert. Daher ﬁndet sich in der Natur meist das hexagonale Gitter.
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(a)
(b)
Abbildung 1.4: Kristallstruktur von Hydroxylapatit in einem monoklinen Kris-
tallgitter (a) und einem hexagonalen Kristallgitter (b). Calciu-
matome sind als grüne, Phosphoratome durch blaue und Sauer-
stoﬀatome durch rote Kugeln dargestellt. (http://www.cup.uni-
muenchen.de/ac/kluefers/homepage/L/biominerals/apatite)
Biologisch stellt Hydroxylapatit den mineralischen Anteil des größten Hartgewebes im
menschlichen Körper dar, dem Knochen. Dort gewährleistet es die mechanische Stabili-
sierung. Knochen ist ein Verbundwerkstoﬀ aus etwa 35% organischen Komponenten und
einem Anteil von 65% an anorganischem Material, hauptsächlich Hydroxylapatit. Die or-
ganische Komponente besteht zu etwa 95% aus Kollagenfasern des Typs I. Die gestreckten
Hydroxylapatitkristalle sind dabei parallel an den Kollagenfasern ausgerichtet. Zusätzlich
dazu ist Hydroxylapatit der mineralische Bestandteil der Zahnhartsubstanzen.
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1.3 Zahnaufbau
Der menschliche Zahn setzt sich aus vier unterschiedlichen Komponenten zusammen.22
Der anorganische Hauptbestandteil ist dabei Hydroxylapatit. In Abbildung 1.5 sind die
einzelnen Komponenten anhand eines menschlichen Zahnschnittes veranschaulicht.
E
D
P
C
Abbildung 1.5: Darstellung der unterschiedlichen Komponenten in einem menschlichen Zahn-
schnitt. Der Zahn wird umhüllt von Enamel (E). Darunter beﬁndet sich das
Dentin (D), an den Wurzeln wird der Zahn vom Cementum (C) umgeben. Im
Zahninneren beﬁndet sich die Pulpa (P), in der die Blutgefäße und Nerven
verlaufen.
Im Zahninneren beﬁndet sich die sogenannte Pulpa (P). In ihr verlaufen die Blutgefäße,
Fibroblasten, Lymphozyten und Nerven. Sie besteht hauptsächlich aus organischem Ma-
terial. An den Wurzeln wird der Zahn von einer Schicht Cementum umhüllt. Das Dentin
(D), auch Zahnbein genannt, ist ähnlich wie der menschliche Knochen ein Verbundwerk-
stoﬀ und macht den Hauptteil der Zahnhartsubstanz aus. Es besteht zu etwa 70% aus
Hydroxylapatit, die organische extrazelluläre Matrix besteht hauptsächlich aus Kollagen-
fasern des Typs I.14 Das Dentin beﬁndet sich direkt unter der dritten Hartsubstanz, dem
Enamel (E). Im Gegensatz dazu ist es weicher und absorbiert den Stress des darüberlie-
genden Zahnschmelzes und verhindert so den Bruch. Auf der Krone wird der Zahn von
einer ca. 1-2 mm dicken Schicht Enamel (E), dem Zahnschmelz, umgeben. Enamel besteht
zu über 95 - 97% aus Hydroxylapatit. Damit stellt Enamel das härteste Material gebildet
von Vertebraten dar und ist darüber hinaus das am höchsten mineralisierte Gewebe im
menschlichen Körper.22
Nicht nur der Anteil an Hydroxylapatit, sondern auch die Anordnung und Struktur der
Hydroxylapatitkristalle in Enamel und Dentin zeigen signiﬁkante Unterschiede. Im Ena-
mel sind die Kristalle nadelförmig in Richtung der kristallograﬁschen c-Achse verlängert,
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besitzen eine Länge von bis zu 100 µm, sind allerdings meist nur 50 nm breit und zeigen
eine hochgeordnete Struktur (siehe Abbildung 1.6).23,24
Abbildung 1.6: Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahme von hierarchischem Enamel.24
Dies lässt darauf schließen, dass die beiden Hartgewebe des menschlichen Zahns durch
zwei unterschiedliche Biomineralisationsprozesse, der Dentinogenese und der Amelogene-
se, gebildet werden.
1.3.1 Dentinogenese
Dentin besteht zu etwa 70% aus Hydroxylapatit und enthält hauptsächlich Kollagen als
organischen Bestandteil.25 Es ähnelt in seinem Aufbau und seiner mechanischen Belast-
barkeit den Knochen. Die Dentinogenese, der Aufbau des Dentins, beginnt mit der Se-
zernierung einer extrazellulären Matrix durch die Odontoblasten. Hauptbestandteil dieser
Matrix sind Kollagen-Fasern, hauptsächlich des Kollagen Typ I.25 Die anschließende Calci-
umphosphatbildung wird durch verschiedene Enzyme reguliert, die sich in der Membran
von Matrixvesikeln der Odontoblastenfortsätze beﬁnden. Eine alkalische Phosphatase,
die an die Oberﬂäche der Membran gebunden ist, ist verantwortlich für die Ablagerung
von Calciumphosphat an den Kollagenfasern. Durch eine Adenosinmonophosphoestera-
se (AMPase) und eine anorganische Pyrophosphatase (PPiase) werden Phosphationen
aus AMP und Pyrophosphat (PPi) freigesetzt. Das benötigte PPi wird von einer Ca2+-
ATPase zur Verfügung gestellt, diese reguliert außerdem die initiale Mineralisierung.23
Durch Zusammenspiel dieser Enzyme kommt es in einem ersten Schritt zur Zunahme an
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Ca2+- und PO3−4 -Ionen und zur Bildung von amorphem Calciumphosphat. Dieses wan-
delt sich in das kinetisch begünstigte Octacalciumphosphat Ca8(HPO4)2(PO4)4 x 5H2O,
eine Vorstufe von Hydroxylapatit, um. Daraus entsteht das thermodynamische Produkt
Hydroxylapatit.17 Die anfänglichen Nanokristalle vergrößern sich zu Nadeln, was eine
Auﬂösung der Matrixvesikel bewirkt. In der zweiten Phase wachsen die freien Kristalle
abhängig von der extrazellulären Ca2+/PO3−4 -Konzentration und unter Einﬂuss nicht-
kollagener Matrixproteine entlang der Kollagenfasern.23,26 Das mengenmäßig wichtigste
dentinspeziﬁsche Matrixprotein ist das Dentinphosphoprotein (DPP). DPP weist einen
hohen Anteil an Phosphoserin (45 - 50 %) und Aspartatresten (35 - 38 %) auf.25,27 Vor al-
lem im C-terminalen Bereich ﬁnden sich Wiederholungen des Motivs Asp-Ser-Ser (DSS).28
Aufgrund seiner stark negativen Ladung besitzt es eine hohe Aﬃnität zu Ca2+-Ionen.29
In Anwesenheit von Ca2+-Ionen bildet DPP eine β-Faltblattkonformation aus, was zur
Bildung einer stark negativ geladenen Oberﬂäche führt, die mit dem wachsenden Hy-
droxylapatitkristall in Wechselwirkung tritt.3,30 Nach Bindung an die Kollagenfasern im
Prädentin erhöht es dort vermutlich die lokale Konzentration an Ca2+ und ermöglicht
die initiale Bildung von Hydroxylapatit.25,31,32 Durch Bindung an die kristallograﬁsche
(100)-Fläche des wachsenden Kristalls werden zudem Größe und Form des entstehenden
Hydroxylapatits gesteuert.33 DPP entsteht aus dem inaktiven Dentinsialophosphoprotein
(DSPP), das von den Odontoblasten sezerniert wird.34 An der Prädentin-Dentingrenze ﬁn-
det die Hydrolyse von DSPP in DPP und das Dentinsialoprotein (DSP) statt.27 Yarbrough
et al. verwendeten Peptide, die Wiederholungen des Motivs DSS in verschiedener Anzahl
aufwiesen, für in vitro Bindungsversuche an Hydroxylapatit. Für das Peptid (DSS)6 konn-
te die höchste Bindungsaﬃnität nachgewiesen werden.35 Interessanterweise konnte nach
Fluoreszenzmarkierung und Inkubation an humane Zahnschnitte die Bindung dieses Pep-
tides ausschließlich an Dentin und nicht an Enamel nachgewiesen werden. Das Peptid
(DSS)8 zeigte in anschließenden Mineralisierungsexperimenten ein deutliches Potential
für die Nukleierung von Hydroxylapatit nach der Immobilisierung an Polystyrolbeads.35
Chung et al. konnten ebenfalls für das Peptid (DSS)3 ein Remineralisierungspotenzial
nachweisen.36
Ein weiteres nichtkollagenes Matrixprotein während der Dentinogenese ist das Dentin-
Matrix-Protein 1 (DMP1). Es ist ebenfalls stark negativ geladen und wird von den Odon-
toblasten gebildet. He et al. konnten in vitro nachweisen, dass sich der saure C-terminale
Bereich von DMP1 in Gegenwart von Ca2+- Ionen zu β-Faltblatt-Strukturen zusammenla-
gert. An dieser Oberﬂäche konnte die Nukleierung von Hydroxylapatit initiiert werden.37
In weiteren Untersuchungen konnten He et al. für die Cluster pA (ESQES, 386-390) und
pB (QESQSEQDS, 414-422) innerhalb der C-terminalen Domäne von DMP1 eine Nu-
kleationsaktivität nachweisen. In Kombination zeigten diese Cluster eine beschleunigende
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Nukleation, wohingegen die einzelnen Cluster keine Mineralbildung induzierten.37 Weitere
nichtkollagene Matrixproteine sind Osteocalcin und Osteopontin, die an der Regulation
des Kristallwachstums während der Dentinogenese beteiligt sind.25,38
1.3.2 Amelogenese
Im Gegensatz zum Dentin besteht der Zahnschmelz fast ausschließlich aus Hydroxylapatit
(∼95%).14 Damit ist der Zahnschmelz das härteste Material des menschlichen Körpers. Die
Bildung des Zahnschmelzes, die Amelogenese, setzt etwas später als die Dentinogenese ein.
Sie ist eine Leistung von Epithelzellen, den Ameloblasten, und verläuft in drei Stufen:39
• Bildung der organischen Matrix
• Mineralisierung der organischen Matrix
• Schmelzreifung
Dabei stellt Amelogenin das mengenmäßig wichtigste Protein der organischen Matrix dar
(90%).40 Amelogenin kann in drei Bereiche unterteilt werden: (1) Die ersten 45 Amino-
säuren des N-terminalen Bereichs besitzen einen hohen Anteil an Tyrosin. Dieser Bereich
wird daher auch als TRAP (Tyrosinreiches Amelogenin-Peptid) bezeichnet. (2) Der hy-
drophobe zentrale Bereich besteht aus Wiederholungen von X-Y-Pro, wobei X und Y oft
Glutamin sind. (3) Die C-terminale Region besitzt negativ geladene Aminosäuren, welche
die Bindung von Calciumphosphat ermöglichen.41 Durch self-assembly bildet Amelogenin
Nanosphären, an deren Außenseite sich die Hydroxylapatitkristalle bilden und weiter-
wachsen können. Auf diese Weise beeinﬂusst Amelogenin die Nukleation, das Kristall-
wachstum sowie die Orientierung als auch die Morphologie der entstehenden Hydroxyla-
patitkristalle.42–44 Eine natürliche splicing Variante ist LRAP (Leucinreiches Amelogenin-
Polypeptid), die sich aus der N-terminalen und der C-terminalen Region von Amelogenin
zusammensetzt. Festkörper-NMR-Analysen haben gezeigt, dass auch hier der C-terminale
Bereich für die Bindung an Hydroxylapatit verantwortlich ist.45 Le Norcy et al. konnten
zeigen, dass diese splicing Variante sich bezüglich der Fähigkeit, Nanosphären auszubilden,
ähnlich verhält wie das full length Amelogenin. Weiterhin konnten sie in vitro die regula-
torischen Eigenschaften auf die Mineralisation von Hydroxylapatit nachweisen.46 Weitere
Bestandteile der extrazellulären Matrix sind unter anderem Enamelin und Ameloblastin.
Direkt nach Bildung der organischen Matrix beginnt die Mineralisierung durch Einla-
gerung von Hydroxylapatitkristallen. Durch den apikalen Fortsatz (Tomes-Fortsatz) der
Ameloblasten werden diese Kristalle zu Schmelzprismen zusammengefasst.39 Um Raum
für die wachsenden Kristalle zu schaﬀen, werden während der Schmelzreifung die organi-
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schen Bestandteile der Matrix von einer Reihe Proteinasen abgebaut und anschließend von
den Ameloblasten resorbiert, so dass fast ausschließlich die anorganischen Hydroxylapatit-
Kristalle zurückbleiben.47
1.4 Zahnpflege
1.4.1 Ansätze
Der Zahnschmelz stellt das härteste Gewebe im menschlichen Körper dar. Durch den
strukturierten Aufbau und den hohen Mineralanteil von über 95% weist er eine unver-
gleichliche mechanische Stabilität auf. Durch die Abwesenheit einer organischen Matrix je-
doch besitzt Enamel keine Selbstheilungsprozesse wie z. B. Knochen. Durch Ca2+-haltigen
Speichel besteht die Möglichkeit, die Zahnoberﬂäche durch Abscheiden von Hydroxylapa-
tit zu remineralisieren. Die Stabilisierung der Ca2+-Ionen wird dabei vor allem durch das
Protein Statherin, aber auch durch andere saure prolinreiche Speichelproteine gewährleis-
tet.48,49 Aufgrund des hohen Anteils an sauren Aminosäuren wie Glutamat und Aspar-
tat, aber auch wegen der Phosphorylierung der enthaltenen Serinreste, besitzt Statherin
eine hohe Aﬃnität gegenüber Ca2+-Ionen. Durch Bindung an erste Calciumphophosphat-
Cluster wird deren Wachstum gehemmt und die spontane Präzipitation aus dem Speichel
verhindert. Ähnlich wie Milch stellt Speichel daher eine übersättigte Lösung in Hinblick
auf Calciumphosphate dar. Durch die hohe Konzentration an Calciumphosphaten besitzt
Speichel die Fähigkeit, die Zahnoberﬂäche zu remineralisieren.50
Auf der anderen Seite sind Zähne einer stetigen Demineralisation ausgesetzt. Im Normal-
fall beﬁnden sich die Prozesse De- und Remineralisierung im Gleichgewicht.51 Wird dieses
Gleichgewicht gestört und die Demineralisierung überwiegt, kommt es zu Erosionen an der
Zahnoberﬂäche. Sind zusätzlich Bakterien an diesem Prozess beteiligt, spricht man von
Karies. Säure-produzierende Bakterien, die über die Nahrung in den Mundraum gelan-
gen, bilden einen Bioﬁlm auf der Zahnoberﬂäche (Plaque) und setzen dort als Metabolite
Säuren frei. Diese Säuren diﬀundieren in bzw. an den Zahn und lösen dort sukzessiv das
Hydroxylapatit auf. Dies führt anfänglich zur Entstehung kleinerer Kariesläsionen, bei
andauerndem Ungleichgewicht zur Bildung von Löchern im Zahn.52 Karies stellt eine der
häuﬁgsten Volkskrankheiten dar. Die Behandlung und Vorbeugung dieses Phänomens hat
daher in den vergangenen Jahrzehnten das wissenschaftliche Interesse auf sich gezogen.
Vielversprechend dabei ist vor allem der Zusatz von Fluorid in Mundpﬂegeprodukten.
Aber auch die positive Wirkung von Nanopartikeln konnte durch mehrere Studien belegt
werden. Ein weiterer Ansatz ist die biomimetische Rekonstruktion der Zahnoberﬂäche.
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1.4.2 Fluorid
In vielen Studien wurde belegt, dass Fluorid dentalen Karies reduziert.53–55 Durch den
Zusatz von Fluorid im Trinkwasser in verschiedenen Ländern konnte dort das Kariesri-
siko um 30% erniedrigt werden. Heute wird Fluorid zur Karies-Prävention in praktisch
allen Mundpﬂegeprodukten zugesetzt.56 Durch Einbau der Fluoridionen in die Zahnober-
ﬂäche bildet sich Fluorapatit (Ca10(PO4)6F2). Fluorapatit besitzt eine deutlich schlechtere
Löslichkeit in Wasser und ist zu dem in einem weiten Bereich säurestabiler als Hydroxyla-
patit. Dies hat zur Folge, dass in einem pH-Bereich, der durch dentalen Plaque erzeugt
wird, die Präzipitation von Hydroxylapatit unterbunden wird, die Mineralisierung von
Fluorapatit jedoch stattﬁnden kann.57 Somit kann durch den Einbau von Fluorid die De-
mineralisierung der Zahnoberﬂäche inhibiert werden. In hohen Konzentrationen und in
einem niedrigen pH-Bereich ist das Hauptreaktionsprodukt allerdings CaF2. Weiterhin
interagiert Fluorid mit Wachstumsprozessen in den säure-produzierenden Bakterien.
Eine übermäßige Aufnahme von Fluorid führt jedoch zu Fluorosis und damit zu Zahnver-
formung, braunen Streifen und Pittings an der Zahnoberﬂäche.58
1.4.3 Nanohydroxylapatit
Ein weiterer Ansatz für die Behandlung von erodierten Zahnoberﬂächen ist die Zuga-
be von Nanokristallen. Für Nanopartikel aus amorphem Calciumcarbonat (Nano-ACC)
konnte in vitro in Kollagen beschichteten Gefäßen eine Mineralbildung beobachtet wer-
den. Nach Behandlung mit einer Zahnpasta, die Nano-ACC in einer Konzentration von
1% enthält, zweimal täglich für 20 Tage wurde eine Remineralisierung von artiﬁziellen
Kariesläsionen beschrieben. Das Remineralisierungspotential wird durch die Einlagerung
der Nanopartikel an die Kollagenfasern und die anschließende Freisetzung von Ca2+-Ionen
erklärt.59 Nanohydroxylapatit (Nano-HA) ähnelt in seiner Morphologie, Kristallstruktur
und Kristallinität den Kristalliten im Zahnschmelz und weist eine sehr gute Biokompati-
bilität und Bioaktivität auf.60,61 Der genaue Wirkmechanismus wird noch diskutiert. Es
wird davon ausgegangen, dass sich die Nanopartikel in die Kariesläsionen einlagern, dort
als Ca-Reservoir dienen und so die Remineralisierung fördern.61 So konnten Huang et al.
für eine 10% ige Nano-HA-Suspension in vitro eine deutliche Remineralisierung von Kuh-
zähnen nachweisen.62 In einem pH Cycling Model aus Demineralisierung (pH 4,5) und
Remineralisierung (pH 7,0) konnte weiterhin über Microhardness Messungen eine Zunah-
me in der Härte abhängig von der Konzentration im Bereich von 1% - 10% an Nano-HA
gezeigt werden.63 Ein Beispiel für Nano-HA in der Mundpﬂege ist BiorepairTM. Dieses
enthält eine Kombination aus ZnCO3 und Hydroxylapatit.
64
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1.4.4 Proteinvermittelte Remineralisierung
Neben den Zusätzen von Fluorid und Nano-HA stellen biomimetische, proteinvermittel-
te Ansätze eine vielversprechende Möglichkeit dar, erodierte Zahnoberﬂächen zu behan-
deln. Ein Beispiel für die proteinvermittelte Remineralisierung ist der Wirkstoﬀ CPP-ACP
(RecaldentTM). Der Komplex aus Casein Phosphopeptiden und amorphem Calciumphos-
phat (CPP-ACP) wird aus dem Milchprotein Casein gewonnen. Wie Speichel stellt auch
Milch eine an verschiedenen Calciumphosphat-Festphasen übersättigte Lösung dar. Im
Falle der Milch erfolgt die Stabilisierung der Calciumphosphate durch das Milchprotein
Casein. Ähnlich wie Statherin weist dieses ebenfalls einen hohen Anteil an negativ gela-
denen Aminosäuren auf. Durch tryptischen Verdau werden verschiedene Casein Phospho-
peptide hergestellt.65 Vier dieser Peptide, die alle das Motiv Phosphoserin-Phosphoserin-
Phosphoserin-Glutamat-Glutamat enthalten, zeigten dabei die Stabilisierung sehr hoher
Ca2+- und PO3−4 -Konzentrationen sowohl in sauren als auch alkalischen pH-Bereichen.
66,67
Eine 1% ige CPP-Lösung konnte 60 mM Ca2+ und 36 mM PO3−4 stabilisieren.
67 Nach
Komplexierung von amorphem Calciumphosphat stellt dies den Wirkstoﬀ CPP-ACP dar.
Durch CPP-ACP wird eine Verabreichung von hohen Konzentrationen an amorphem Cal-
ciumphosphat ermöglicht.68 Recaldent ist kommerziell in Kaugummis (Trident Xtra Care,
Recaldent) und in Zahnpasten (MI Tooth Mousse, MI Tooth Paste) erhältlich. Das remi-
neralisierende Potential konnte sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden.69
2010 beschrieben Manton et al. den Zusatz von 0,2 % (w/v) CPP-ACP zu vier handels-
üblichen Soft Drinks mit einem pH-Wert von 2,9. Zahnproben wurden in vitro 30 min
bei 37 ◦C den Lösungen ausgesetzt. An allen Proben ohne CPP-ACP wurden deutliche
Erosionen beobachtet, mit Zusatz von CPP-ACP wurden deutlich geringere Erosionen
gefunden.70 In einer klinischen Studie von 2008 wurde das remineralisierende Potential
der Kaugummis nachgewiesen. Über einen Zeitraum von zwei Jahren kauten 2720 Schul-
kinder 3 x 10 min täglich die Kaugummis. Nach Ablauf der zwei Jahre konnte bei 18 %
der Probanden ein Rückgang von Karies und bei 53 % eine deutliche Remineralisierung
beobachtet werden.71 Andersson et al. untersuchten den Eﬀekt von CPP-ACP enthal-
tender Zahncreme auf White-Spot Läsionen. In einer klinischen Studie mit 26 Personen
verwendete eine Gruppe 3 Monate eine Zahncreme mit CPP-ACP und anschließend 3
Monate eine ﬂuoridhaltige Zahnpasta. Die Kontrollgruppe verwendete sechs Monate eine
ﬂuoridhaltige Zahnpasta und eine ﬂuoridhaltige Mundspülung. Während in der Kontroll-
gruppe lediglich 25 % der White Spot Läsionen zurückgingen, wurden in der Gruppe,
die die CPP-ACP haltige Zahnpasta verwendeten, ein Rückgang von 63 % beobachtet.72
Insgesamt wurden das remineralisierende Potential in elf klinischen Studien bestätigt.20
Es wird davon ausgegangen, dass die CPP-ACP-Komplexe in die Zahnschmelzläsionen
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diﬀundieren. Aufgrund ihrer hohen Aﬃnität zu Hydroxylapatit binden die Caseinphos-
phopeptide an den Zahnschmelz und geben die amorphen Calciumphosphatpartikel an
die Umgebung ab, was zu einer lokalen Übersättigung und damit zu einer erhöhten Re-
mineralisierung führt.73,74
Ein weiteres Beispiel für die biomimetische Remineralisierung ist das Peptid P11-4. Dieses
Peptid wurde rational entworfen um Hydrogele auszubilden. Über speziﬁsche Wechsel-
wirkungen der Seitenketten untereinander lagern sich die Peptide bei Änderungen im
pH-Wert oder in der Salzkonzentration zu einer antiparallelen β-Faltblattstruktur zusam-
men, die wiederum sogenannte Nanotapes ausbilden (Abbildung 1.7). Die Hydrogelbildung
wird zum einen durch hydrophobe Wechselwirkungen der Glutaminreste (Q) an N- und
C-Terminus der Peptides, zum anderen durch pi-pi-Stapelkräfte zwischen den aromatischen
Aminosäuren Phenylalanin (F) und Tryptophan (W) ermöglicht. Durch elektrostatische
Interaktion zwischen dem Arginin (R) an Position 3 und dem Glutamat (E) an Positi-
on 9 wird die antiparallele Ausrichtung der Peptide zueinander gewährleistet.75 Durch
das Glutamat an Position 7 erhalten die entstandenen Oberﬂächen eine negative Ladung.
Elektrostatische Wechselwirkungen mit Ca2+-Ionen führen zu einer lokalen Übersättigung
an dieser Oberﬂäche und zur Bildung von Hydroxylapatit.
Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des hierarchisch gebildeten Netzwerk aus P11-4 Mo-
lekülen.76
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Kirkham et al. konnten für dieses Peptid einen remineralisierenden Eﬀekt auf einer ero-
dierten Zahnoberﬂäche nachweisen.76 In leicht veränderter Form (QRFEWEFEQQF) ist
dieses Peptid auch als CurodontTM bekannt und ﬁndet Anwendung im Bereich oral care.
1.5 Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit war die Identiﬁkation und Charakterisierung von unterschiedlichen Pro-
teinen für den Einsatz in oral care Produkten. Hierfür wurden von der BASF SE, Ludwigs-
hafen, unterschiedliche Proteine gestellt, die entweder einen direkten Bezug zum Aufbau
menschlicher Zähne aufweisen oder eine Aﬃnität zu Calciumionen oder Oberﬂächen im
Allgemeinen besitzen. Dabei handelte es sich unter anderem um unterschiedliche Deriva-
te des während der Amelogenese auftretenden Amelogenins, aber auch um Proteine, die
während der Dentinogenese eine Rolle spielen. Es wurden weiterhin Derivate des Speichel-
proteins Statherin sowie Fusionskonstrukte des oberﬂächenaktiven Hydrophobins DewA
untersucht.
Diese Proteine sollten zum einen, nach Fluoreszenzmarkierung, auf ihre Bindefähigkeit
an Hydroxylapatit, dem mineralischen Hauptbestandteil menschlicher Zähne, untersucht
werden. Des weiteren sollten diese Proteine bezüglich ihrer Nukleationseigenschaften be-
wertet werden. Um dies zu ermöglichen sollten in dieser Arbeit mögliche Binde- und
Nukleationsassays entwickelt bzw. den Ansprüchen der späteren Anwendung in Mundpﬂe-
geprodukten angepasst werden. Hierfür sollten die unterschiedlichen Assays jeweils einmal
in gepuﬀerten Salzlösungen getestet, eine weitere Versuchsreihe sollte unter realitätsnä-
heren Bedingungen durchgeführt werden. Durch Bewertung in dieser Screeningkaskade
sollten aus einem Pool von 24 Proteinen mögliche Kandidaten identiﬁziert werden.
Anhand eines möglichen Kandidats aus diesem Screening sollte weiterhin durch gerichte-
te Mutagenese ein tieferes Verständnis über die Nukleation von Hydroxylapatit erlangt
werden. Nach Identiﬁzierung des für die Nukleation verantwortlichen Bereichs innerhalb
dieses Proteins sollten über einen Alaninscan und die Erstellung verschiedener Deletions-
mutanten die für die Nukleation kritischen Aminosäuren identiﬁziert werden. Durch eine
fokussierte Bibliothek, basierend auf einer verkürzten Mutante, sollte weiterhin der Ein-
ﬂuss von Aminosäuren mit unterschiedlichen Funktionalitäten untersucht und das Protein
in Bezug auf eine beschleunigte Nukleation weiter optimiert werden.
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2.1 Chemikalien
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz) oder Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen, wenn nicht anders aufgeführt. Verwendeten Enzyme wurden von
Thermo Scientiﬁc (Karlsruhe, Deutschland) bezogen, wenn nicht anders aufgeführt. Die
Mundwasserformulierungen A und B, sowie die untersuchten Proteine wurden freund-
licherweise von der BASF SE (Ludwigshafen, Deutschland) zur Verfügung gestellt.
2.2 Medien
LB-Medium (Luria-Bertani Medium)77
Trypton 1 %(w/v)
Hefeextrakt 0,5 %(w/v)
NaCl 0,5 %(w/v)
LB-Agarplatten
LB-Medium 500 mL
Agar 10 g
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EC3-Medium
Trypton 1,5 %(w/v)
Hefeextrakt 1,5 %(w/v)
Glycerol 3,0 %(w/v)
KH2PO4 0,2 %(w/v)
(NH4)2SO4 0,5 %(w/v)
MgSO4 x 7 H2O 0,1 %(w/v)
CaCl2 x 2 H2O 0,01 %(w/v)
5x SL4 1 %(w/v)
Die Salze wurden getrennt eingewogen und gelöst. Nach Zugabe der Salze zu den übrigen
gelösten Bestandteilen wurde der pH mit 5 M NaOHaq auf 7,0 eingestellt. Die Zugabe der
sterilen Spurenelementlösung 5x SL4 erfolgte nach dem Autoklavieren.
5x Spurenelementlösung SL4
Titriplex III 1,5 g/L
FeSO4 x H2O 1,0 g/L
ZnSO4 x 7 H2O 50 mg/L
MnCl2 x 4 H2O 15 mg/L
H3BO3 150 mg/L
CoCl2 x 6 H2O 100 mg/L
CuCl2 x 2 H2O 5 mg/L
NiCl2 x 6 H2O 10 mg/L
Na2MoO4 x 2 H2O 15 mg/L
Die Spurenelementlösung wurde nach dem Autoklavieren kühl und dunkel gelagert.
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2.3 Puffer
2.3.1 Puffer zur Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen
TFB1-Puffer (pH 6,8 mit Essigsäure)
RbCl 100 mM
MnCl2 50 mM
KAc 30 mM
CaCl2 10 mM
Glycerol 15 %(v/v)
TFB2-Puffer (pH 8,8 mit KOH)
MOPS 10 mM
RbCl 10 mM
CaCl2 75 mM
Glycerol 15 %(v/v)
2.3.2 Puffer und Lösungen für die SDS-PAGE
4x Trenngelpuffer (pH 8,8 mit HClconc)
Tris 1,5 M
4x Sammelgelpuffer (pH 6,8 mit HClconc)
Tris 0,5 M
6x SDS-Probenpuffer
4x Sammelgelpuﬀer 7 mL
Glycerol 3 mL
SDS 1 g
DTT 930 mg
Bromphenolblau 1,2 mg
Der 6x SDS-Probenpuﬀer wurde zu 500 µL aliquotiert und bei -20 ◦C gelagert.
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10x SDS-Laufpuffer
Tris 30 g/L
Glycin 144 g/L
SDS 10 g/L
Coomassie-Färbelösung
Coomassie Brilliant Blue 0,1 %(w/v)
Ethanol 30 %(v/v)
Essigsäure 10 %(v/v)
Entfärbelösung
Ethanol 30 %(v/v)
Essigsäure 10 %(v/v)
Trenngel (15%)
30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid-Lösung 15 mL
4x Trenngelpuﬀer 7,5 mL
SDS (10%) 0,3 mL
ddH2O 6,1 mL
APS (40%) 0,15 mL
TEMED 0,01 mL
Sammelgel (6%)
30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid-Lösung 1,33 mL
4xSammelgelpuﬀer 2,5 mL
ddH2O 6 mL
APS (40%) 0,05 mL
TEMED 0,005 mL
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2.3.3 Lösungen für Bindeversuche
HBST-Puffer pH 7,5 (HEPES-buﬀered saline Tween)
HEPES 50 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1 %(v/v)
Mundwasserformulierungen
A B
NaF 0,05 %(w/v) 0,05 %(w/v)
Na-Saccharin 0,02 %(w/v) 0,02 %(w/v)
NaH2PO4 x H2O 0,4 %(w/v) 0,4 %(w/v)
Na2HPO4 x 2H2O 1,0 %(w/v) 1,0 %(w/v)
Glycerol 7,5 %(w/v) 7,5 %(w/v)
1,2-Propandiol 7,5 %(w/v) 7,5 %(w/v)
Sorbitol 5,5 %(w/v) 5,5 %(w/v)
Polysorbat 20 1,0 %(w/v) -
Poloxamer 407 - 1,0 %(w/v)
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2.3.4 Lösungen für Nukleationsversuche
Artifizieller Speichel nach Panich78
10x K2HPO4/KH2PO4 (pH 7,1)
K2HPO4 8,04 g/L
KH2PO4 3,65 g/L
10x Salzlösung
KCl 6,5 g/L
MgCl2 0,58 g/L
CaCl2 1,65 g/L
2-Amino-2-methyl-1-propanol (pH 10,5 mit HClconc)
2-Amino-2-methyl-1-propanol 150 mM
o-Cresolphthalein Complexone
o-Cresolphthalein Complexone 5 mM
Das o-Cresolpthalein Complexone (CPC) wurde in 300 µL HClconc gelöst und mit ddH2O
auf 5 mL aufgefüllt. Für Versuche in artiﬁziellem Speichel wurden nach Lösen des o-
Cresolphthalein Complexones in HClconc 455 mM 8-Hydroxyquinolin zugegeben und an-
schließend mit ddH2O auf 5 mL aufgefüllt.
CPC-Mastermix
o-Cresolphthalein Complexone (5 mM) 326 µL
2-Amino-2-methyl-1-propanol (150 mM) 4,3 mL
ddH2O ad 50 mL
Der CPC-Mastermix wurde täglich frisch angesetzt und dunkel gelagert.
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Molybdat-Reagenz (pH 5,0 mit HClconc)
Ammoniummolybdat 15 mM
Zinkacetat 100 mM
10% Ascorbinsäure (pH 5,0 mit HClconc)
Ascorbinsäure 1 g/10 mL
Die Ascorbinsäurelösung wurde für die Versuche täglich frisch angesetzt.
2.3.5 Sonstige Puffer
TBS-Puffer (pH 7,5 mit HClconc) (Tris-buﬀered saline)
Tris 50 mM
NaCl 150 mM
PBS-Puffer (pH 7,4 mit HClconc) (Phosphate-buﬀered saline)
NaCl 140 mM
Na2HPO4 x 2H2O 10 mM
KCl 2,7 mM
KH2PO4 1,8 mM
2.4 Antibiotika
Stammlösung Arbeitskonzentration
Ampicillin 1 mg/mL in ddH2O 100 µg/mL
Kanamycin 0,5 mg/mL in ddH2O 25 µg/mL
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2.5 Plasmide
Vektor Insert Herkunft
pQE60-BM144 pQE60 40YaaD-CPL12-DewA-His6 BASF SE, Ludwigshafen,
Deutschland
pQE60-BM145 pQE60 40aaYaaD-P11-4-DewA-His6 BASF SE, Ludwigshafen,
Deutschland
2.6 E. coli Stämme
Genotyp Herkunft
Escherichia coli XL1 blue endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1
lac glnV44 F’[::Tn10 proAB+ lacIq
∆(lacZ)M15]hsdR17(rK − mK +)
Agilent, USA
Escherichia coli BL21 (DE3) F− ompT hsdSB (r− m−) gal dcm λ
(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene1 ind1 sam7
nin5])
Invitrogen, Carls-
bad, USA
Escherichia coli C41 (DE3) F− ompT hsdSB gal dcm (rB −
mB
−)(DE3) (weitere uncharakterisier-
te Mutationen)
Universität Hohen-
heim, Stuttgart
Escherichia coli C43 (DE3) F− ompT hsdSB gal dcm (rB −
mB
−)(DE3) (weitere uncharakterisier-
te Mutationen)
Universität Hohen-
heim, Stuttgart
Escherichia coli M15 [pREP4] nals str s rif s thi− lac− ara+ gal+ mtl−
f recA+ uvr+ lon+
Qiagen GmbH, Hil-
den, Deutschland
24
2 Material & Methoden
2.7 Primer
Alle in dieser Arbeit verwendeten QuikChange Primer wurden von der Firma Meta-
bion (Martinsried, Deutschland) synthetisiert, die Standard-Sequenzierungsprimer pQE-
FP und pQE-RP wurden von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland)
bereitgestellt.
Sequenz* Funktion
MME_BM144_K47A_FP 5’-ccgcatgggcaaggcacagccgtatcaccc-3’
QuikChange Primer,
Alaninmutation in BM
144MME_BM144_K47A_RP 5’-gggtgatacggctgtgccttgcccatgcgg-3’
MME_BM144_H51A_FP 5’-gaaacagccgtatgcgccaaccattccgcag-3’
QuikChange Primer,
Alaninmutation in BM
144MME_BM144_H51A_RP 5’-ctgcggaatggttggcgcatacggctgtttc-3’
MME_BM144_KK46/7AA_FP 5’- ggccgcatgggcgcggcacagccgtatcaccc-3’
QuikChange Primer,
Alaninmutation in BM
144MME_BM144_KK46/7AA_RP 5’- gggtgatacggctgtgccgcgcccatgcggcc-3’
MME_BM144_KK46/7AA_H51A_FP 5’-ggcacagccgtatgcgccaaccattccgcag-3’
QuikChange Primer,
Alaninmutation in BM
144MME_BM144_KK46/7AA_H51A_RP 5’-ctgcggaatggttggcgcatacggctgtgcc-3’
MME_145_Q49A_FP 5’-gcatgggcaagaaagcgcagcgcttcgaatgg-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_Q49A _RP 5’- ccattcgaagcgctgcgctttcttgcccatgc-3’
MME_145_R51A_FP 5’-ggcaagaaacagcaggccttcgaatgggag-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_R51A_RP 5’- ctcccattcgaaggcctgctgtttcttgcc-3’
MME_145_F52A_FP 5’- gaaacagcagcgcgccgaatgggagtttg-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_F52A_RP 5’- caaactcccattcggcgcgctgctgtttc-3’
MME_145_E53A_FP 5’- cagcagcgcttcgcatgggagtttgaac-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_E53A_RP 5’- gttcaaactcccatgcgaagcgctgctg-3’
MME_145_W54A_FP 5’-gcagcgcttcgaagcggagtttgaacaacag-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_W54A_RP 5’- ctgttgttcaaactccgcttcgaagcgctgc-3’
MME_145_E55A_FP 5’- gcgcttcgaatgggcgtttgaacaacaggg -3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_E55A_RP 5’- ccctgttgttcaaacgcccattcgaagcgc-3’
MME_145_F56A_FP 5’- gcttcgaatgggaggcggaacaacagggc-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_F56A_RP 5’- gccctgttgttccgcctcccattcgaagc-3’
MME_145_E57A_FP 5’- cgaatgggagttt\underlinegcacaacagggcatgc-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_E57A_RP 5’- gcatgccctgttgtgcaaactcccattcg-3’
MME_145_QQ49/50AA_FP 5’- gcatgggcaagaaagcggcgcgcttcgaatgg-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_QQ49/50AA _RP 5’- ccattcgaagcgcgccgctttcttgcccatgc-3’
MM_145_EE55/7AA_FP 5’-gcttcgaatgggcgtttgcacaacagg-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_EE55/7AA_RP 5’-cctgttgtgcaaacgcccattcgaagc-3’
MME_145_EEE52/5/7AAA_FP 5’- gcagcgcttcgcatgggcgtttgc-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_EEE52/5/7AAA_RP 5’- gcaaacgcccatgcgaagcgctgc-3’
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Sequenz* Funktion
MME_145_F52AW54A_FP 5’- gaaacagcagcgcgccgaagcggagtttgaac-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_F52AW54A_RP 5’- gttcaaactccgcttcggcgcgctgctgtttc-3’
MME_145_F52/6AAW54A_FP 5’- gccgaagcggaggcggaacaacagggc-3’ QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
MME_145_F52/6AAW54A_RP 5’- gccctgttgttccgcctccgcttcggc-3’
MME_BM145_F60_FP 5’- gggagtttgaacaacagttcggcatgcgcttc-3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_F60_RP 5’- gaagcgcatgccgaactgttgttcaaactccc-3’
MME_BM145_Del_1_FP 5’- cgcatgggcaagaaacagcgcttcgaatggg-3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_Del_1_RP 5’- cccattcgaagcgctgtttcttgcccatgcg-3’
MME_BM145_Del_2_FP 5’- cgcatgggcaagaaacgcttcgaatggg-3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_Del_2_RP 5’- cccattcgaagcgtttcttgcccatgcg-3’
MME_BM145_Del_3_FP 5’- cgaatgggagtttgaaggcatgcgcttcatcg-3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_Del_3_RP 5’- cgatgaagcgcatgccttcaaactcccattcg-3’
MME_BM145_Del_4_FP 5’- cgcatgggcaagaaattcgaatgggagtttg-3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_Del_4_RP 5’- caaactcccattcgaatttcttgcccatgcg-3’
MME_BM145_Del_5_FP 5’- cgaatgggagtttggcatgcgcttcatcg-3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_Del_5_RP 5’- cgatgaagcgcatgccaaactcccattcg-3’
MME_BM145_Del_6_FP 5’- gaaattcgaatgggagggcatgcgcttcatcg-3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_Del_6_RP 5’- cgatgaagcgcatgccctcccattcgaatttc-3’
MME_BM145_Del_7_FP 5’- caagaaattcgaatggggcatgcgcttcatcg-3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_Del_7_RP 5’- cgatgaagcgcatgccccattcgaatttcttg -3’
MME_BM145_Del_8_FP 5’- gggcaagaaattcgaaggcatgcgcttcatcg -3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_Del_8_RP 5’- cgatgaagcgcatgccttcgaatttcttgccc -3’
MME_BM145_Del_9_FP 5’- cgcatgggcaagaaagaatgggagtttgaac-3’ QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145
MME_BM145_Del_9_RP 5’- gttcaaactcccattctttcttgcccatgcg-3’
MME_145-8_F49Y_FP 5’- gcatgggcaagaaatacgaatgggagtttg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F49Y_RP 5’-caaactcccattcgtatttcttgcccatgc -3’
MME_145-8_W51Y_FP 5’-gcaagaaattcgaatagtttgaaggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_W51Y_RP 5’- catgccttcaaactcatattcgaatttcttgc-3’
MME_145-8_F53Y_FP 5’- gaaattcgaatgggagtatgaaggcatgcgc-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F53Y_RP 5’- gcgcatgccttcatactcccattcgaatttc-3’
MME_145-8_F49S_FP 5’- gcatgggcaagaaatccgaatgggagtttg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F49S_RP 5’- caaactcccattcggatttcttgcccatgc -3’
MME_145-8_W51S_FP 5’-gcaagaaattcgaaagcgagtttgaaggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_W51S_RP 5’-catgccttcaaactcgctttcgaatttcttgc-3’
MME_145-8_F53S_FP 5’- gaaattcgaatgggagtctgaaggcatgcgc-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F53S_RP 5’- gcgcatgccttcagactcccattcgaatttc-3’
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Sequenz* Funktion
MME_145-8_F49H_FP 5’- gcatgggcaagaaacacgaatgggagtttg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F49H_RP 5’- caaactcccattcgtgtttcttgcccatgc -3’
MME_145-8_W51H_FP 5’- gcaagaaattcgaacatgagtttgaaggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_W51H_RP 5’- catgccttcaaactcatgttcgaatttcttgc-3’
MME_145-8_F53H_FP 5’- gaaattcgaatgggagcatgaaggcatgcgc-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F53H_RP 5’- gcgcatgccttcatgctcccattcgaatttc-3’
MME_145-8_F49R_FP 5’- gcatgggcaagaaacgcgaatgggagtttg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F49R_RP 5’- caaactcccattcgcgtttcttgcccatgc -3’
MME_145-8_W51R_FP 5’- gcaagaaattcgaacgcgagtttgaaggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_W51R_RP 5’- catgccttcaaactcgcgttcgaatttcttgc-3’
MME_145-8_F53R_FP 5’- gaaattcgaatgggagcgtgaaggcatgcgc-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F53R_RP 5’- gcgcatgccttcacgctcccattcgaatttc-3’
MME_145-8_F49V_FP 5’- gcatgggcaagaaagtcgaatgggagtttg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F49V_RP 5’- caaactcccattcgactttcttgcccatgc -3’
MME_145-8_W51V_FP 5’- gcaagaaattcgaagtggagtttgaaggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_W51V_RP 5’- catgccttcaaactccacttcgaatttcttgc-3’
MME_145-8_F53V_FP 5’- gaaattcgaatgggaggtggaaggcatgcgc-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_F53V_RP 5’- gcgcatgccttccacctcccattcgaatttc-3’
MME_145-8_E50D_FP 5’-gggcaagaaattcgattgggagtttgaaggc-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_E50D_RP 5’- gccttcaaactcccaatcgaatttcttgccc-3’
MME_145-8_E52D_FP 5’-gcaagaaattcgaatgggattttgaaggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_E52D_RP 5’-catgccttcaaaatcccattcgaatttcttgc-3’
MME_145-8_E54D_FP 5’-cgaatgggagtttgatggcatgcgcttcatcg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_E54D_RP 5’-cgatgaagcgcatgccatcaaactcccattcg-3’
MME_145-8_E50/2DD_FP 5’- gcaagaaattcgattgggattttgaaggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_E50/2DD_RP 5’- catgccttcaaaatcccaatcgaatttcttgc-3’
MME_145-8_E50/2/4DDD_FP 5’- cgattgggattttgatggcatgcgcttcatcg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_E50/2/4DDD_RP 5’- cgatgaagcgcatgccatcaaaatcccaatcg-3’
MME_145-8_E50Q_FP 5’- gggcaagaaattccagtgggagtttgaaggc-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_E50Q_RP 5’- gccttcaaactcccactggaatttcttgccc-3’
MME_145-8_E52Q_FP 5’- gcaagaaattcgaatggcagtttgaaggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_E52Q_RP 5’-catgccttcaaactgccattcgaatttcttgc-3’
MME_145-8_E54Q_FP 5’ cgaatgggagtttcagggcatgcgcttcatcg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8MME_145-8_E54Q_RP 5’- cgatgaagcgcatgccctgaaactcccattcg-3’
MME_145_8_2_F49R_FP 5’- gcatgggcaagaaacgcgattgggattttg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8_DDDMME_145_8_2_F49R_RP 5’- caaaatcccaatcgcgtttcttgcccatgc-3’
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Sequenz* Funktion
MME_145_8_2_FWF/RRR_FP 5’- gcaagaaacgcgatcgcgatcgtgatggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8_DDDMME_145_8_2_FWF/RRR_RP 5’- catgccatcacgatcgcgatcgcgtttcttgc-3’
MME_145_8_2_F49S_FP 5’- gcatgggcaagaaatccgattgggattttg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8_DDDMME_145_8_2_F49S_RP 5’- caaaatcccaatcggatttcttgcccatgc-3’
MME_145_8_2_FF49/53SS_FP 5’- gaaatccgattgggattctgatggcatgcgc-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8_DDDMME_145_8_2_FF49/53SS_RP 5’- gcgcatgccatcagaatcccaatcggatttc-3’
MME_145_8_2_FWF/SSS_FP 5’- gcaagaaatccgatagcgattctgatggcatg-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8_DDDMME_145_8_2_FWF/SSS_RP 5’- catgccatcagaatcgctatcggatttcttgc -3’
MME_145_8_2_FWF/SRS_FP 5’- gaaatccgatcgcgattctgatggcatgcgc-3’
QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145△8_DDDMME_145_8_2_FWF/SRS_RP 5’- gcgcatgccatcagaatcgcgatcggatttc-3’
pQE-FP 5‘-cggataacaatttcacacag-3‘
Sequenzierungsprimer
pQE-RP 5‘-gttctgaggtcattactgg-3‘
* einzuführende Mutationen sind unterstrichen
FP Forward-Primer
RP Reverse-Primer
2.8 Kits
ZymoTM Miniprep Kit Zymo Research, Freiburg, Deutschland
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientiﬁc, Karlsruhe, Deutschland
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2.9 Molekulargewichtsstandard
PageRulerTM Prestained Protein Ladder Thermo Scientiﬁc, Karlsruhe, Deutschland
Abbildung 2.1: Molekulargewichtstandard für die SDS-PAGE Analyse, PageRulerTM Prestai-
ned Protein Ladder. (www.piercenet.com/product/pageruler − prestained −
protein− ladder− 10− 170k)
2.10 Proteine
BioMin Nr. Name Organismus MW [kDa]
1-2 Amelogenin* Homo sapiens 17,4
4-3 LRAP (Leucinreiches Amelogeninpolypep-
tid)*
Homo sapiens 8,5
7-2 Amelogenin-Hydrophobin* Homo sapiens / Aspergillus ni-
dulans
30,6
8-2-1 Amelogenin-Perlucin* Homo sapiens /Haliotis laevi-
gata
35,6
10 (Amelogenin△42aaN-term. +△17aaC-term.)-
DewA*
Homo sapiens / Aspergillus ni-
dulans
22,9
11-2 (Amelogenin: 23aa C-term.)-DewA* Homo sapiens / Aspergillus ni-
dulans
16,8
47 DMP1 Derivat (#64)79* Homo sapiens 16,0
50-2 Carboanhydrase (CanA)* Myceliophthora thermophila 27,2
60 Peptides out of MI tooth mousse (ohne CMC) MI tooth mousseTM 1,3
65 homemade Recaldent (Trypsin verdautes Ca-
sein) mit ACP
- 1,3
77-5 R580-Amelogenin* Homo sapiens 19,4
78 (DSS)635 synthetisch 1,8
79 #3-1 (LIKHILHRL)35 synthetisch 1,1
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BioMin Nr. Name Organismus MW [kDa]
92 YaaD-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus
nidulans
47,0
93 40aaYaaD-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus
nidulans
19,0
104-1 R580-40aaYaaD-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus
nidulans
21,0
107 Amelogenin (M11A, P21A)* Homo sapiens 17,0
113 VP1_100aa-StatherinDD* Polyomavirus/ Homo sapiens 18,4
114 Statherinpeptid (unphosphoryliert) synthetisch 2,5
115 Statherinpeptid (phosphoryliert) synthetisch 2,3
144 40aaYaaD-CPL1236-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus
nidulans
20,7
145 40aaYaaD-P11-476-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus
nidulans
21,8
146 40aaYaaD-HRC* Bacillus subtilis / Homo sapi-
ens
22,1
163 CPL1236-G2-BioMin107* Homo sapiens 19,0
140 P11-476† synthetisch 1,6
* enthält C-terminal einen His6-Tag
† wurde nicht im Screening bewertet, sondern lediglich auf das Nukleationsverhalten in artiﬁziellem
Speichel untersucht
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2.11 Molekularbiologische Methoden
2.11.1 Ortsgerichtete Mutagenese (QuikChange)
Für den Austausch oder Deletion einzelner Aminosäuren in BioMin 144 und BioMin 145
wurde die QuikChange Methode verwendet. Die hierfür verwendeten Primer sind unter
2.7 aufgeführt. Die einzuführenden Mutationen beﬁnden sich in der Mitte der entworfenen
Primer. Forward- und Reverse-Primer sind komplementär zueinander. Für die Einfüh-
rung von Einzelmutationen diente das entsprechende Wildtyp-Plasmid (pQE60-BM144
bzw. pQE60-BM145) als Templat. Als Templat für die Einführung der Doppel- und Drei-
fachmutationen wurde das Plasmid mit bereits enthaltener Einzel- bzw. Doppelmutation
verwendet. Der Ansatz und das Temperaturprogramm sind in Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4
aufgeführt.
Nach Ablauf der QuikChange wurde parentale DNA durch DpnI (5 U) für ca. 2 h bei
37 ◦C verdaut. 10 µL des Ansatzes wurden anschließend in chemisch-kompetente E. coli
XL1 blue Zellen transformiert.
Tabelle 2.3: Zusammensetzung des QuikChange-Ansatzes.
Komponente Endkonzentration Volumen
10x Pfu UltraTM II DNA-Polymerase Puffer 1x 5 µL
Primer FP 2 ng/µL 1 µL
Primer RP 2 ng/µL 1 µL
dNTP-Mix 50 µM 1 µL
Templat-DNA ca. 100 ng x µL
Pfu UltraTM II Fusion HS DNA Polymerase 1 µL
ddH2O ad 50 µL
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Tabelle 2.4: PCR-Temperaturprotokoll.
Zahl der Zyklen Temperatur Zeit Funktion
1 95 ◦C 2 min Initiale Denaturierung
18 95 ◦C 2 min Denaturierung
50 ◦C 30 sec Annealing
72 ◦C 2 min Elongation
1 72 ◦C 7 min Finale Elongation
1 30 ◦C ∝
2.11.2 Plasmidisolierung aus E. coli Zellen
Die Plasmidisolierung aus E. coli XL1 blue Zellen wurde mit dem ZyppyTM Plasmid
Miniprep Kit nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Isolierung erfolgte aus einer 3 mL
LB-Übernachtkultur der entsprechenden E. coli XL1 blue Zellen. Die Plasmid-DNA wurde
in 30 – 40 µL ddH2O eluiert. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde spektroskopisch
bei 260 nm mit dem Nanodrop ermittelt.
2.11.3 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen
Die Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach dem Rubidiumchlorid-
Protokoll. 100 mL vorgewärmtes LB-Medium, für E. coli M15 [pREP4] nach Zugabe
von 25 µg/mL Kanamycin, wurden mit 200 µL einer entsprechenden Übernachtkultur
angeimpft und bei 37 ◦C, 180 rpm kultiviert. Nach Erreichen einer OD600 von 0,5 wurden
die Zellen abzentrifugiert (5 min, 4000 rpm, 4 ◦C), das Pellet in 30 mL eiskaltem TBF1-
Puﬀer resuspendiert und für 90 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 4000
rpm, 4 ◦C) wurden die Zellen in 4 mL eiskaltem TFB2-Puﬀer resuspendiert und weitere
30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zu 120 µL aliquotiert und in
ﬂüssigem Stickstoﬀ schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei -80 ◦C gelagert.
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2.11.4 Hitzeschock-Transformation
Für die Transformation in chemisch-kompetente E. coli Zellen wurden diese auf Eis aufge-
taut und 100 µL der kompetenten Zellen mit 10 µL des QuikChange Ansatzes oder 1 µL
Plasmid-DNA versetzt. Nach 30 min auf Eis erfolgte der Hitzeschock für 90 sec bei 42 ◦C.
Die Zellen wurden für 2 min auf Eis inkubiert und nach Zugabe von 500 µL LB-Medium
bei 37 ◦C, 350 rpm für 45 – 60 min inkubiert. 20, 50, 100 und 250 µL der Zellen wurden
auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und über Nacht bei
37 ◦C inkubiert.
2.11.5 Sequenzierung
Nach Transformation und folgender Plasmidisolierung wurden alle QuikChange Konstruk-
te bei der GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland) unter Verwendung der Standard-
Sequenzierungsprimer pQE-FP bzw. pQE-RP (siehe 2.7) sequenziert. Die erhaltenen Se-
quenzen wurden mit EMBOSS Needle Alignment ausgewertet.
2.12 Proteinbiochemische Methoden
2.12.1 Expression der Mutanten von BioMin 144 und BioMin 145
Für die Expression der verschiedenen Mutanten von BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-
DewA) wurden die E. coli Stämme BL21 (DE3), die C41 (DE3) und C43 (DE3) sowie
M15 [pREP4] untersucht. Die Expression der Mutanten von BioMin 145 (40aaYaaD-P11-
4-DewA) wurde lediglich in E. coli M15 [pREP4] überprüft. Eine Vorkultur aus 3 mL
EC3-Medium, versetzt mit 100 µg/mL Ampicillin für die E. coli Stämme BL21 (DE3),
C41 (DE3) und C43 (DE3), für E. coli M15 [pREP4] mit zusätzlich 25 µg/mL Kana-
mycin, wurde mit einer Einzelkolonie frisch transformierter E. coli Zellen angeimpft und
über Nacht bei 37 ◦C und 180 rpm in einem Schüttelinkubator kultiviert. Am Folgetag
wurden für die Mutanten von BioMin 144 10 mL EC3-Medium in einem 100 mL Erlen-
meyerkolben, für die Mutanten von BioMin 145 3 mL EC3-Medium in einem Reagenzglas,
nach Zugabe der entsprechenden Antibiotika, mit der Vorkultur auf eine optische Dich-
te bei 600 nm (OD600) von 0,5 angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 37 ◦C und 180
rpm. Nach 90 min wurde mit 1 mM Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert.
Nach weiteren 3 h bei 37 ◦C, 180 rpm wurde 1 mL der Kultur entnommen und für die
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SDS-PAGE-Analyse verwendet. Für die E. coli Stämme BL21 (DE3), C41 (DE3) und C43
(DE3) erfolgte die Kultivierung nach Induktion außerdem bei 30 ◦C. Die entsprechenden
Vorkulturen wurden bei 4 ◦C aufbewahrt. Die Expression wurde jeweils für zwei Klone
jeder Mutante durchgeführt.
Die präparative Expression der Alaninmutanten von BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-
DewA) sowie der Alanin- und Deletionsmutanten von BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-
DewA) erfolgte in 500 mL EC3-Medium in einem 2 L Erlenmeyerkolben mit Schikane.
Die fokussierte Bibliothek von BioMin 145 wurde in 100 mL EC3-Medium in einem 500
mL Erlenmeyerkolben mit Schikane exprimiert. 50 mL bzw. 10 mL EC3-Medium wurden
mit den entsprechenden Antibiotika versetzt und mit 20 µL der entsprechenden Vorkultur
aus der Überprüfung der Expression angeimpft. Die Kultur wurde über Nacht bei 37 ◦C,
180 rpm inkubiert. Am Folgetag wurde die Hauptkultur nach Zugabe der entsprechenden
Antibiotika auf eine OD600 von 0,5 angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 37 ◦C und
180 rpm. Nach Erreichen einer OD600 von ca. 2,5 (etwa 2 h) wurde mit 0,5 mM IPTG
induziert. Nach weiteren 4 h bei 37 ◦C und 180 rpm wurden die Zellen geerntet. Die Kul-
tur wurde bei 4 ◦C, 8000 rpm, 20 min abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Die
Biofeuchtmasse des erhaltenen Pellets wurde bestimmt und das Pellet entweder direkt
aufgeschlossen oder bei -20 ◦C gelagert.
2.12.2 Zellaufschluss und Renaturierung
Für den Zellaufschluss wurde das Pellet in TBS (Tris-buﬀered saline)-Puﬀer auf eine
Endkonzentration von 20 %(w/v) resuspendiert und homogenisiert. Der Zellaufschluss
erfolgte für die Alaninmutanten von BioMin 144 sowie für die Alanin- und Deletions-
mutanten von BioMin 145 mittels eines Homogenisators. Die Zellen der fokussierten Bi-
bliothek wurden durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Nach dem Zellaufschluss
wurden lösliche Proteine durch Zentrifugation (8000 rpm, 4 ◦C, 20 min) und einmaliges
Waschen mit TBS-Puﬀer entfernt. Das erhaltene Pellet wurde anschließend in ddH2O auf
eine Endkonzentration von 10 %(w/v) resuspendiert. Die Renaturierung des Zielproteins
erfolgte durch langsames Zutropfen von 1 M NaOHaq auf eine Endkonzentration von 0,1
M. Nach 10 minütigem Rühren bei Raumtemperatur wurde mit 2% iger H3PO4 auf einen
pH von 7,5 rücktitriert und ausgefallene Proteine durch Zentrifugation (8000 rpm, 4 ◦C,
20 min) entfernt. Der Überstand wurde weiter verwendet.
BioMin 144 und die entsprechenden Alaninmutanten wurden anschließend über immo-
bilisierte Metallionen-Aﬃnitätschromatograﬁe (IMAC) aufgereinigt. Hierfür wurden die
Proteinproben in einen Dialyseschlauch (Spectra/Por 1, MWCO = 6 - 8 kDa, Spectrum
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Laboratories Inc., Los Angeles, USA) überführt und bei 4 ◦C für 4 h gegen das 100-fache
Volumen an Bindepuﬀer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol) dialysiert.
Für die Mutanten auf Basis von BioMin 145 erfolgte zunächste die Dialyse in 5 mM Tris
pH 7,5. Anschließend wurde 1 M MgCl2 auf eine Endkonzentration von 4,2 mM zugegeben
und ein Verdau mit DNAse I für 1 h bei Raumtemperatur angeschlossen, um vorhandene
DNA zu entfernen. Proteinproben, die für Nukleationsexperimente verwendet werden soll-
ten, wurden anschließend gegen 5 mM Tris-HCl pH 7,5 für zwei Tage dialysiert. Hierbei
wurde der Puﬀer dreimal gewechselt. Proben für Bindungsversuche wurden über Nacht
gegen 150 mM KPi pH 7,7 dialysiert.
2.12.3 Ni2+-Affinitätschromatografie
Die Alaninmutanten auf Basis von BioMin 144 sowie der Wildtyp BioMin 144 wurden
nach Renaturierung gemäß den Herstellerangaben über IMAC im Batchverfahren auf-
gereinigt.81 Hierfür wurde 1 mL 50% Ni-NTA Agarose-Lösung (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) dreimal in 4 mL Bindepuﬀer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imi-
dazol) gewaschen. Anschließend wurden 4 mL Proteinlösung zur Ni-NTA-Agarose gegeben
und die Zielproteine für 1 h bei 4 ◦C unter leichtem Rotieren an die Matrix gebunden.
Die Suspension wurde in eine leere Säule überführt und der Durchﬂuss gesammelt. Um
unspeziﬁsch gebundene Proteine zu entfernen wurde dreimal mit 4 mL Waschpuﬀer (50
mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol) gewaschen. Die Zielproteine wurden in
2 mL Elutionspuﬀer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol) eluiert. Die
Proteinproben wurden anschließend gegen 5 mM Tris-HCl pH 7,5 für zwei Tage dialysiert.
Der Puﬀer wurde zweimal gewechselt.
2.12.4 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientiﬁc, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die Methode beruht auf der Reduktion
von Cu2+ zu Cu+ in alkalischer Lösung durch Proteine. Die entstandenen Cu+-Ionen
bilden mit Bichinoinsäure (BCA) einen violetten Komplex, der bei 562 nm spektrome-
trisch detektiert werden kann. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte gemäß den
Herstellerangaben im Mikrotiterplattenmaßstab. Die Messung der Absorption bei 562
nm wurde an einem Spektramax 340PC Mikrotiterplattenlesegerät (Molecular Devices
GmbH, Biberach, Deutschland) durchgeführt. Zur Erstellung einer Standardgeraden wur-
de Bovinserum Albumin in Konzentrationen von 0 mg/mL – 2 mg/mL verwendet.
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2.12.5 SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat
Polyacrylamidgelelektrophorese) nach Laemmli1
Für die Expressionsanalyse wurde 1 mL Zellkultur abzentrifugiert (1 min, 14 000 rpm)
und 20 µL des erhaltenen Pellets mit 30 µL 2x SDS-Probenpuﬀer vermischt. Von den
unterschiedlichen Aufarbeitungsschritten wurden jeweils ca. 10 µg für die SDS-PAGE
Analyse verwendet. Die Proben wurden für 10 min bei 95 ◦C denaturiert, kurz abzentri-
fugiert und 10 µL über ein 15% iges SDS-Gel (Zusammensetzung siehe 2.3.2) aufgetrennt.
Als Molekulargewichtsstandard wurde ein PageRulerTM Prestained Protein Ladder (siehe
2.9) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde in einer Hoefer SE 250 Elektrophoresekammer
(Hoefer, San Francisco, CA, USA) bei 25 mA pro Gel durchgeführt. Nach Beendigung
der Elektrophorese wurden die Gele in Coomassie-Färbelösung für etwa 2 h gefärbt und
anschließend in Entfärbelösung entfärbt. Die Dokumentation wurde an einem Quantum
ST 4 System (Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland) durchgeführt.
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2.13 Bindeversuche
2.13.1 Fluoreszenzmarkierung
Um die Bindung der verschiedenen Proteine an Hydroxylapatit zu untersuchen, wurden
diese zunächst ﬂuoreszenzmarkiert. Hierfür wurde der Farbstoﬀ 5(6)-Carboxyﬂuorscein in
Form des reaktiven Succinimidylesters (5(6)-FAM SE) verwendet. Durch Bildung einer
Amidbindung erfolgt die Markierung an primären Amingruppen, dem N-Terminus des
Proteins als auch an vorhandenen Lysinresten. Durch Wahl eines pH-Wertes bei ca. 7
kann die Reaktion mit Lysinresten größtenteils unterbunden werden.82 Für die Markie-
rung wurden 1 – 2 mg Protein in 1 mL 150 mM KPi pH 7,7 verwendet. Das Markierungs-
reagenz 5(6)-FAM SE wurde in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelöst. Der Farbstoﬀ wurde
in 10-fachem Überschuss zur Proteinlösung getropft und das Reaktionsgemisch für 1 h
bei 25 ◦C und 400 rpm in einem Eppendorf Themomixer inkubiert. Anschließend wur-
de überschüssiges Markierungsreagenz durch Zugabe von 1,5 M Hydroxylamin auf eine
Endkonzentration von 0,15 M geblockt. Das Gemisch wurde für eine weitere Stunde bei
25 ◦C und 400 rpm inkubiert. Die markierten Proteine wurde über PD-10 Säulen (GE
Healthcare, Dornstadt, Deutschland) mit einem MWCO = 5 kDa in 10 mM NaCl, 50 mM
HEPES pH 7,0 umgepuﬀert und von geblocktem Farbstoﬀ getrennt. Für Peptide erfolgte
der Puﬀerwechsel über PD Midi Trap G-10 mit einem MWCO = 0,7 kDa (GE Healthcare,
Dornstadt, Deutschland).
2.13.2 Proteinkonzentrations- und Markierungsgradbestimmung
Sowohl die Proteinkonzentration als auch der Markierungsgrad (Anzahl Farbstoﬀ pro
Proteinmolekül) wurden spektrometrisch bestimmt. Hierfür wurde die Absorption bei
280 nm für den Proteinanteil und bei 494 nm für den Farbstoﬀ gemessen. Zur Berechnung
der Absorption des Proteins wurde gemäß Formel 2.1 der Anteil des Farbstoﬀs bei 280
nm subtrahiert.
AProtein = A280nm − (CF · A494nm) (2.1)
CF: Korrekturfaktor, CF(FAM) = 0,3
Der Markierungsgrad oder Degree of Labeling (D.O.L.) ergibt sich aus Formel 2.2. Die
markierten Proteine wurden aliqoutiert und bei -20 ◦C gelagert.
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D.O.L. =
A494nm ·MW
c(Protein) · ε
(2.2)
D.O.L.: Degree of Labeling
MW: Molekulargewicht des Proteins [g/mol]
ε: Extinktionskoeﬃzient, ε(FAM) = 68.000
2.13.3 Bindeversuche an Hydroxylapatitpulver
Um die Bindung der unterschiedlichen Proteine an Hydroxylapatit zu beurteilen, wurden
2 µM 5(6)-FAM-markiertes Protein an 10 mg Hydroxylapatitpulver gebunden. Hierfür
wurden 10 mg Hydroxylapatit in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefäße abgewogen, drei-
mal mit Bindepuﬀer gewaschen und mindestens 1 h bei Raumtemperatur und leichtem
Schwenken äquilibriert. Die Probe wurde abzentrifugiert und der Überstand abgenom-
men. Das so vorbehandelte Hydroxylapatitpulver wurde in den Bindungsexperimenten
eingesetzt. Zu dem Pulver wurde das ﬂuoreszenzmarkiertes Protein in einer Endkonzen-
tration von 2 µM gegeben. Als Bindepuﬀer diente zum einen HBST-Puﬀer, zum anderen
wurden zwei Mundwasserformulierungen A und B, die von der BASF SE zur Verfügung ge-
stellt worden waren, als 50% ige Lösungen eingesetzt (Zusammensetzung siehe 2.3.3). Das
Peptid ♯3-1 LIKHILHRL (BioMin 79), das als nicht-bindendes Peptid an Hydroxylapa-
tit beschrieben wurde, diente als Negativkontrolle.35 Aus MI tooth mousseTM extrahierte
Peptide (BioMin 60) sowie das literaturbeschriebene (DSS)635 (BioMin 78) wurden als
Positivkontrollen verwendet. Die Bindung erfolgte für 2 h bei 37 ◦C unter Lichtausschluss
und Rotation. Nicht gebundene Proteine wurden im Anschluss durch dreimaliges Waschen
mit Bindepuﬀer entfernt. Der Überstand direkt nach der Bindung sowie die einzelnen
Waschschritte wurden für die Quantiﬁzierung durch Messung der Fluoreszenzintensität
aufbewahrt, das Hydroxylapatitpulver wurde für Untersuchungen mit dem Fluoreszenz-
mikroskop verwendet. Alle Bindeversuche wurden als Triplikate durchgeführt.
2.13.4 Messung der Fluoreszenzintensitäten
Zur Quantiﬁzierung der Bindung der verschiedenen Proteine an Hydroxylapatit wurde die
Fluoreszenzintensität aus den Überständen der Bindungsexperimente untersucht. Hierfür
wurden zum einen der Fluostar Galaxy (BMG Labtech GmbH,Ortenberg, Deutschland),
zum anderen der Polarstar Omega (BMG Labtech GmbH,Ortenberg, Deutschland) ver-
wendetet. Die Anregung erfolgte bei 485-12 nm, die Emission wurde bei 520 nm detektiert.
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Durch Erstellen einer Eichgeraden wurde der lineare Messbereich ermittelt. Die zu mes-
senden Proben wurden dem entsprechend verdünnt, so dass sich die Messwerte im linearen
Bereich befanden. Die Quantiﬁzierung erfolgte durch den Vergleich der detektierten Fluo-
reszenzintensität in der Probe vor (FA) und nach (FE) der Bindung (Formel 2.3).
cgebunden = (1−
FE
FA
) · cAnfang (2.3)
2.13.5 Fluoreszenzmikroskopie
Die Bindung der untersuchten ﬂuoreszenzmarkierten Proteine an Hydroxylapatit wurde
außerdem mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 2000 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
unter Verwendung eines eGFP-Filters (EX470/40, EM525/50) visualisiert. Für die Unter-
suchungen wurde das Hydroxylapatitpulver aus den Bindungsversuchen in 10 mM NaCl,
50 mM HEPES pH 7,5 resuspendiert. Die Dokumentation erfolgte mit einer schwarz/weiß-
Digitalkamera.
Das Hydroxylapatitpulver wurde weiterhin auf Autoﬂuoreszenz bei den verwendeten Wel-
lenlängen überprüft. Den schwarz/weiß-Fluoreszenz-Aufnahmen wurde nachträglich mit
der Software ZEN (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ein grüner Kanal zugewiesen.
2.13.6 Bindung an menschliche Zahnschnitte
Neben der Bindung an Hydroxylapatitpulver wurde die Bindung der verschiedenen Pro-
teine an menschliche Zahnschnitte untersucht. Hierfür wurden menschliche Backen- und
Weisheitszähne verwendet. Die Zähne wurden dreimal in 70% igem Isopropanol gewaschen
um eventuelle Rückstände zu entfernen. Die Lagerung erfolgte in PBS (Phosphate buﬀe-
red saline)-Puﬀer mit 1% Euxyl K (Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland).
Die Anfertigung der Zahnschnitte wurde vom Institut für Mineralogie, Universität Stutt-
gart, durchgeführt. Die Zahnproben wurden in Hartwachs eingegossen, mit einem Mikro-
tom in ca. 10 µm dünne Scheiben geschnitten und anschließend auf Objektträger aufge-
klebt. Abschließend wurde die Oberﬂäche der Zahnschnitte abgeschliﬀen und poliert.
Die so präparierten Zahnschnitte wurden vor der Verwendung in Bindungsversuchen drei-
mal mit Mundwasser B gewaschen und für mindestens 1 h äquilibriert. Die Bindung
der ﬂuoreszenzmarkierten Proteine erfolgte wie in 2.13.3 für 2 h bei 37 ◦C, jedoch ohne
Rotation. Bindungsversuche an Zahnschnitte wurden ausschließlich in 50% igem Mund-
wasser B durchgeführt. Das markierte Protein wurde in einer Endkonzentration von 2
µM eingesetzt, das Endvolumen betrug 6 mL in einer 6 mm Petrischale. Nach Bindung
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wurden die Zahnschnitte dreimal mit Mundwasser B und dreimal mit ddH2O abgespült.
Die qualitative Analyse der Bindung erfolgte über Fluoreszenzmikroskopie (2.13.5).
2.14 Nukleationsversuche
2.14.1 Phosphatbestimmung
Vor Untersuchung der Nukleationsaktivität der einzelnen Proteinproben wurden diese
auf eventuelle Phosphatrückstände überprüft. Die Bestimmung der Phosphatkonzentra-
tion in den verschiedenen Proben erfolgte nach Saheki et al.83 Die Methode beruht auf
der Reduktion eines Phosphomolybdat-Komplexes durch Ascorbinsäure in der Anwesen-
heit von Zn2+-Ionen. Der gebildete Chromophor besitzt sein Absorptionsmaximum bei
850 nm. Für die Ermittlung der Phosphatkonzentration in den Proteinlösungen wurden
die Proben gemäß Tabelle 2.5 unter Verwendung des Molybdat-Reagenzes (15 mM Am-
moniummolybdat, 100 mM Zinkacetat) in einem Endvolumen von 270 µL in einer 96
well-Mikrotiterplatte vorbereitet. Die Reduktion wurde durch die Zugabe der Ascorbin-
säure gestartet und erfolgte bei 30 ◦C für 20 min. Die Absorption bei 850 nm wurde an
einem Spektramax 340PC Mikrotiterplattenlesegerät (Molecular Devices GmbH, Biber-
ach, Deutschland) gemessen. Durch Vergleich mit einer Standardgeraden im Bereich von
0 mM – 4 mM wurde die Phosphatkonzentration errechnet.
Tabelle 2.5: Ansatz zur Ermittlung der Phosphatkonzentration.
Komponente Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
Ammoniummolybdat 15 mM 11,1 mM
200 µL
Zinkacetat 100 mM 47 mM
Ascorbinsäure 10 % 1,85 % 50 µL
Probe 20 µL
Endvolumen 270 µL
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2.14.2 Absorptionsmessung bei 820 nm
Um die Nukleationsaktivität der verschiedenen Proteine und Peptide beurteilen zu kön-
nen wurde ein Nukleationsassay nach Gungormus et al. verwendet.84 Die Bildung von
Calciumphosphat wird dabei durch die Messung der entstehende Trübung bei 820 nm
detektiert. Anstelle von β-Glycerolphosphat und einer alkalischen Phosphatase, wie von
Gungormus et al. beschrieben, wurde in dieser Arbeit anorganisches Phosphat verwendet.
Nach verschiedenen Vorversuchen wurden Konzentrationen von 3,0 mM CaCl2 und 1,8
mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 für die Nukleationsexperimente
festgelegt. Dabei entspricht das Verhältnis Ca/P = 1,67 in der Nukleationslösung dem in
Hydroxylapatit. Alle Lösungen wurden direkt vor dem Versuch steril ﬁltriert (0,2 µm) um
unkontrollierte Präzipitation durch Kontamination mit kleinen Partikeln zu vermeiden.
In einer 96 well-Mikrotiterplatte wurden 25 µM Protein und 1,8 mM Na2HPO4 vorgelegt
und die Reaktion durch die Zugabe von 3,0 mM CaCl2 gestartet. Das Endvolumen betrug
200 µL. Als Negativkontrolle diente eine Probe ohne Protein. Um Verdampfen zu verhin-
dern wurde die Mikrotiterplatte mit einer selbstklebenden Folie abgeklebt. Der Ansatz
wurde bei 37 ◦C über einen Zeitraum von 24 h inkubiert. Die Messung der Trübung der
Nukleationslösung erfolgte innerhalb der ersten 8 h stündlich und nach 24 h bei 820 nm.
Alle Versuche wurden als Triplikate durchgeführt.
2.14.3 Abnahme der Ca2+-Konzentration
Als Alternative zur Messung der Absorption bei 820 nm wurde die Nukelationsaktivi-
tät durch die Abnahme der Konzentration an Ca2+-Ionen in der Nukleationslösung be-
wertet. Hierbei wird durch den Verbrauch an Ca2+-Ionen in der Nukleationslösung auf
die Bildung von Calciumphosphat rückgeschlossen. Dies bietet gegenüber der Messung
der entstehenden Trübung bei 820 nm den Vorteil, dass falschpositive Ergebnisse durch
eventuell ausgefallenes Protein unterbunden werden. Zur Ermittlung der c(Ca2+) in der
Lösung wurde das Farbreagenz o-Cresolphthalein Complexone verwendet. Dieses bildet
in alkalischer Lösung mit Ca2+ - Ionen einen violetten Komplex, der sein Absorptions-
maximum bei 575 nm besitzt. Für die Versuche in künstlichem Speichel wurde außerdem
8-Hydroxyquinolin zugesetzt, um vorhandene Mg2+-Ionen zu maskieren.85 Die Nukleati-
onsversuche wurden zum einen in HEPES-Puﬀer wie unter 2.14.2 als auch in artiﬁziellem
Speichel durchgeführt. Für den artiﬁziellen Speichel wurde die Zusammensetzung nach
Panich et al. gewählt, auf den Zusatz von Carboxymethylcellulose wurde jedoch verzich-
tet.78 Für Versuche in artiﬁziellem Speichel wurden 25 µM Protein und 100 µL der 10x
KH2PO4/K2HPO4-Lösung in einem 2 mL Eppendorfreaktionsgefäß vorgelegt und die Re-
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aktion durch Zugabe von 100 µL der 10x Salzlösung gestartet. Für Versuche in HEPES
wurden wie unter 2.14.2 beschrieben 25 µM Protein und 1,8 mM Na2HPO4 vorgelegt,
abschließend erfolgte die Zugabe von 3,0 mM CaCl2. Das Endvolumen betrug in beiden
Fällen 1 mL. Als Negativkontolle diente ein Ansatz ohne Protein. Die Ansätze wurden
bei 37 ◦C in einem Eppendorf Thermomixer inkubiert. Zu Beginn der Messung und jede
weitere Stunde, bei Untersuchung der erstellten Mutanten auf Basis von BioMin 145 an-
fänglich alle 30 min, wurden 20 µL Probe entnommen. Vor der Probenentnahme wurde der
Ansatz durch Vortexen gemischt. Eventuell vorhandene Niederschlag wurde abzentrifu-
giert (3 min, 13500 rpm) und die Konzentration an Ca2+ in der Lösung bestimmt. Für die
Ermittlung der Ca2+-Konzentration wurde ein CPC-Mastermix (33 µM o-Cresolphthalein
Complexone, 3 mM 8-Hydroxyquinolin (für Versuche in artiﬁziellem Speichel), 21,74 mM
2-Amino-2-methyl-1-propanol) verwendet (Tabelle 2.6). Die spektroskopische Messung der
Proben erfolgte in einer 96 well-Mikrotiterplatte in einem Endvolumen von 250 µL bei 575
nm. Durch Abgleich mit einer Standardgeraden im Bereich von 0 mM – 0,6 mM wurde
auf die Calciumkonzentration in der Nukleationslösung zurückgerechnet. Alle Nukleati-
onsversuche wurden als Triplikate durchgeführt.
Tabelle 2.6: Ansatz zur Ermittlung der Ca2+-Konzentration.
Komponente Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
o-Cresolphthalein Complexone 33 µM 30 µM
230 µL8-Hydroxyquinolin* 3 mM 2,75 mM
2-Amino-2-methyl-1-propanol 21,74 mM 20 mM
Probe - - 20 µL
Endvolumen 250 µL
* bei Versuchen in artiﬁziellem Speichel enthalten
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2.14.4 Nukleation mit Fluorid
Um den Einﬂuss von Fluorid auf die Nukleation zu untersuchen wurde der Verbrauch
an Ca2+-Ionen aus der Lösung verfolgt (siehe 2.14.3). Versuche unter Zusatz von Fluorid
wurden ausschließlich in artiﬁziellen Speichel durchgeführt. Nach Untersuchungen ver-
schiedener Fluoridkonzentration wurde eine Endkonzentration von 250 ppm Fluorid ge-
wählt. Diese entspricht der Konzentration von Fluorid in den meisten Mundspülungen.
Die Experimente wurden als Triplikate durchgeführt.
2.15 Charakterisierung der gebildeten Präzipitate
2.15.1 Röntgenpulverdiffraktometrie
Die Charakterisierung des während der Nukleationsversuchen entstandenen Niederschla-
ges erfolgte durch Röntgenpulverdiﬀraktometrie. Um ausreichend Material hierfür zu er-
halten wurden die Ansätze auf ein Endvolumen von 30 mL für die Nukleation in HEPES-
Puﬀer, auf 100 mL für die Nukleation in artiﬁziellem Speichel vergrößert. Die Reaktionslö-
sungen wurden bei 37 ◦C für 4 h oder über Nacht inkubiert. Der entstandene Niederschlag
wurde abzentrifugiert (15 min, 4000 rpm) und fünfmal in ddH2O gewaschen. Die Mes-
sung der Proben erfolgte an einem Röntgenpulverdiﬀraktometer Bruker D8 Advance im
Institut für Mineralogie, Universität Stuttgart, mit Cu_Kα Radiation (λ = 1,54 Å) und
einer Scangeschwindigkeit von 0,005◦/step im Bereich von 2θ=24◦ - 67◦.
2.15.2 Transmissionselektronen-Mikroskopie
Die Morphologie der entstandenen Kristalle wurde mittels Transmissionselektronen-Mikros-
kopie (TEM) analysiert. Für die TEM-Untersuchungen wurden die Nukleationsansätze
(siehe 2.14.3) nach 4 h oder über Nacht abzentrifugiert. Der Niederschlag wurde fünfmal
in ddH2O gewaschen und in ddH2O resuspendiert. 5 µL Probe wurden auf ein Form-
var/Carbon beschichtetes Cu 100mesh TEMGrid (Plano, Wetzlar, Deutschland) aufgetra-
gen und luftgetrocknet. Die Messungen wurden an einem Tecnai G2 Sphera Transmissions-
elektronen-Mikroskop, Biologisches Institut, Universität Stuttgart, bei einer Beschleuni-
gungsspannung von 120 kV durchgeführt.
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3.1 Screening
3.1.1 Bindungsversuche
Ziel dieser Arbeit war die Identiﬁkation und Charakterisierung von Proteinen für den
Einsatz in oral care Produkten. Hierfür wurden von der BASF SE, Ludwigshafen, 24 un-
terschiedliche Proteine zu Verfügung gestellt. Es wurden neun Amelogeninderivate, drei
Statherinderivate, fünf Hydrophobin-Fusionskonstrukte sowie sieben weitere Proteine und
Peptide untersucht (siehe 2.10). Die Identiﬁkation Hydroxylapatit-bindender Proteine ist
dabei der erste Schritt um eine gerichtete Zahnmineralisierung zu ermöglichen. Für die
Untersuchung der Bindefähigkeit der einzelnen Proteine wurden diese wie unter 2.13.1
beschrieben mit dem Fluoreszenzfarbstoﬀ 5(6)-Carboxyﬂuorescein N-terminal markiert.
Nach der photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration sowie des Markierungs-
grades (siehe 2.13.2) wurde das Bindeverhalten der unterschiedlichen Proteine an Hydro-
xylapatit bewertet. Die Bindeversuche wurden dabei zum einen in HBST-Puﬀer durchge-
führt, um eine prinzipielle Bindung an Hydroxylapatit zu untersuchen. Um, in Hinblick auf
die spätere Anwendung, die Versuchsbedingungen relevanter zu gestalten, wurde zum an-
deren die Bindung in zwei Mundwasserformulierungen getestet (Zusammensetzung siehe
2.3.3). Beide Formulierungen besitzen größtenteils dieselbe Zusammensetzung, unterschei-
den sich jedoch im enthalten Detergenz. Mundwasser A enthält 1 %(w/v) Polysorbat 20,
Mundwasser B 1 %(w/v) Poloxamer 407. Da bei ersten Versuchen in 100% igem Mund-
wasser nur sehr geringe Mengen an gebundenem Protein nachgewiesen werden konnten,
wurde für diese Versuche 50% iges Mundwasser verwendet. Dies entspricht in etwa der
Verdünnung durch den Speichel im Mundraum.
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3.1.1.1 Bindungsversuche an Hydroxylapatitpulver
Zur Bewertung des Bindeverhaltens der unter 2.10 aufgeführten Proteine wurden diese
nach Fluoreszenzmarkierung an Hydroxylapatitpulver (Fluka) gebunden. Nach Waschen
und Äquilibrieren des Targets erfolgte die Bindung von 2 µM Protein an 10 mg Target
für 2 h bei 37 ◦C (siehe 2.13.3). Alle Bindeversuche wurden sowohl in HBST-Puﬀer als
auch in 50% igem Mundwasser durchgeführt. Die quantitative Bewertung erfolgte durch
Messung der Restﬂuoreszenz im Überstand direkt nach der Bindung und den einzelnen
Waschschritten (siehe 2.13.4). Durch Vergleich der Fluoreszenzintensitäten vor und nach
der Bindung wurde auf den Anteil an gebundenem Protein zurückgerechnet. Gebundene
Proteine wurden außerdem durch Fluoreszenzmikroskopie qualitativ nachgewiesen. Bei-
spielhaft sind in diesem Abschnitt die entsprechenden Fluoreszenzbilder für die Bindung
der Kontrollen aufgeführt.
3.1.1.1.1 Kontrollen
Als Positivkontrolle in den Bindeversuchen wurde zum einen das Peptid (DSS)6 (BioMin
78) eingesetzt. Dieses Peptid wurde aufgrund der aktiven Sequenz des Dentinphospho-
proteins entworfen und in der Literatur als Hydroxylapatit-Binder beschrieben.35 Als wei-
tere Positivkontrolle dienten aus kommerziell erhältlichen MI tooth mousseTM extrahier-
te Peptide (BioMin 60). Diese Peptide wurden durch Trypsin-Verdau des Milchproteins
Casein erhalten.21 Als Negativkontrolle wurde das in der Literatur als Hydroxylapatit-
nichtbindend beschriebene Peptid #3-1 (LIKHILHRL) eingesetzt.35
In den Bindungsversuchen konnte für die Positivkontrollen BioMin 60 und BioMin 78
eine deutliche Bindung an Hydroxylapatitpulver in HBST-Puﬀer nachgewiesen werden
(Diagramm 3.1). Für BioMin 60 lag der Anteil an gebundenem Peptid bei 70 (±8)%, für
BioMin 78 bei 84 (±8)%. Für die Negativkontrolle #3-1 (BioMin79) wurde lediglich eine
unspeziﬁsche Bindung von unter 5% gebundenem Peptid nachgewiesen. Bei Versuchen in
50% igen Mundwasserformulierungen konnte für BioMin 60 eine deutliche Bindung mit
37 (±3)% an gebundenem Peptid in Mundwasser A und 30 (±1)% in Mundwasser B de-
tektiert werden. Für BioMin 78 und BioMin 79 konnte weder in Mundwasser A noch in
B eine Bindung nachgewiesen werden.
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Diagramm 3.1: Zusammenfassung der Bindung der verwendeten Kontrollen an 10 mg Hydro-
xylapatit in HBST-Puﬀer (weiß), 50% igem Mundwasser A (rot) und 50%
igem Mundwasser B (grau). BioMin 60 = Peptide extrahiert aus MI tooth
mousseTM, BioMin 78 = (DSS)6, BioMin 79 = Peptid #3-1.
Wie unter 2.13.5 beschrieben wurden die quantitativen Bindungsergebnisse durch Fluo-
reszenzmikroskopie bestätigt. Durch grüne Fluoreszenz an den verwendeten Hydroxylapa-
titpartikeln wird eine erfolgreiche Bindung der markierten Proteine angezeigt. Für die Po-
sitivkontrolle BioMin 60 konnte sowohl in HBST-Puﬀer als auch in den beiden Mundwas-
serformulierungen A und B auf diese Weise eine Bindung an Hydroxylapatit nachgewiesen
werden (Abbildung 3.1). Wie ein Vergleich der unterschiedlichen Fluoreszenzbilder zeigt,
lassen sich mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie keine quantitativen Aussagen über den
Anteil an gebundenem Protein machen. Dies dient lediglich der qualitativen Überprüfung
der Fluoreszenzintensitätsmessungen. Für das Peptid (DSS)6 wurde in HBST-Puﬀer eben-
falls eine deutliche Bindung beobachtet. Die Fluoreszenzbilder in Abbildung 3.2 zeigen
deutlich, dass kein gebundenes Peptid in den Mundwasserformulierungen an Hydroxyla-
patit nachgewiesen werden konnte und bestätigen somit die Ergebnisse der quantitativen
Fluoreszenintensitätsmessungen. Wie Abbildung 3.3 zeigt, konnte für die Negativkontrol-
le Peptid #331 weder in HBST-Puﬀer noch in den beiden Mundwasserformulierungen
eine Bindung nachgewiesen werden. Dies stimmt mit den quantitativen Messungen der
Fluoreszenzintensität überein.
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(a) HBST (b) Mundwasser A (c) Mundwasser B
(d) HBST (e) Mundwasser A (f) Mundwasser B
Abbildung 3.1: Mikroskopiebilder nach der Bindung von 2 µMBioMin 60 an 10 mg Hydroxyla-
patit in (a/d) HBST, (b/e) Mundwasser A und (c/f) Mundwasser B. (a)-(c)
zeigen die Durchlichtbilder, (d)-(f) die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen.
Der rote Balken entspricht 200 µm.
(a) HBST (b) Mundwasser A (c) Mundwasser B
(d) HBST (e) Mundwasser A (f) Mundwasser B
Abbildung 3.2: Mikroskopiebilder nach der Bindung von 2 µMBioMin 78 an 10 mg Hydroxyla-
patit in (a/d) HBST, (b/e) Mundwasser A und (c/f) Mundwasser B. (a)-(c)
zeigen die Durchlichtbilder, (d)-(f) die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen.
Der rote Balken entspricht 200 µm.
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(a) HBST (b) Mundwasser A (c) Mundwasser B
(d) HBST (e) Mundwasser A (f) Mundwasser B
Abbildung 3.3: Mikroskopiebilder nach der Bindung von 2 µMBioMin 79 an 10 mg Hydroxyla-
patit in (a/d) HBST, (b/e) Mundwasser A und (c/f) Mundwasser B. (a)-(c)
zeigen die Durchlichtbilder, (d)-(f) die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen.
Der rote Balken entspricht 200 µm.
3.1.1.1.2 Amelogenin und Amelogeninderivate
Amelogenin ist das mengenmäßig wichtigste extrazelluläre Matrix-Protein während der
Amelogenese, dem Aufbau des Zahnschmelzes.40 Nach self-assembly des Proteins dient es
als Templat für die Bildung und das Wachstum der Hydroxylapatitkristalle. Durch spezi-
ﬁsche Bindung an die kristallograﬁsche (100)-Fläche des wachsenden Kristalls steuert es
außerdem dessen Morphologie.
In dieser Arbeit wurden neun Amelogeninderivate untersucht. Neben dem full length Ame-
logenin wurde auch die natürliche splicing Variante LRAP (LeucinreichesAmelogeninpoly-
peptid) und ein Alaninvariante bewertet. Außerdem wurden verschiedene Fusionskon-
strukte untersucht. Die Kombination des full length Amelogenins an Perlucin aus H. lae-
vigata, an das Hydrophobin DewA aus A. nidulans, sowie an das TiO2 mineralisierende
19mer Peptid R5 (SSKKSGSYSGSKGSKRRIL)80 wurden auf ihre Bindungseigenschaften
hin bewertet. Des weiteren wurden zwei Fusionskonstrukte aus verkürzten Varianten des
Amelogenins an das Hydrophobin DewA untersucht. Zum einen wurde der hydrophoben
Mittelteil (∆42aa N-term. + ∆17aa C-term.), zum anderen der hydrophile, negativ gela-
dene C-terminalen Bereich (23aa C-term.) des Amelogenins mit dem Hydrophobin DewA
kombiniert. Das Fusionskonstrukt aus der Alaninvariante (M11A, P21A) des Amelogenins
mit dem Hydroxylapatit mineralisierendem Peptid CPL12 (QPYHPTIPQSVH)86 wurde
ebenfalls bewertet.
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Diagramm 3.2: Zusammenfassung der Bindung der verschiedenen Amelogeninderivate an
10 mg Hydroxylapatit in HBST-Puﬀer (weiß), 50% igem Mundwasser A
(rot) und 50% igem Mundwasser B (grau). BioMin 1-2: full length Ame-
logenin, BioMin 4-3: LRAP, BioMin 7-2: Amelogenin-DewA, BioMin 8-2-
1: Amelogenin-Perlucin, BioMin 10: (Amelogenin∆42aa N-term.+∆17aa C-
term.)-DewA, BioMin 11-2: (Amelogenin: 23aa C-term.)-DewA, BioMin 77-5:
R5-Amelogenin, BioMin 107: Amelogenin (M11A, P21A), BioMin 163: CPL12-
Amelogenin (M11A, P21A).
Wie Diagramm 3.2 zeigt, lässt sich lediglich für die Experimente in HBST-Puﬀer eine
Bindung für die Amelogeninderivate an Hydroxylapatit nachweisen. Dabei zeigten das
full length Amelogenin (BioMin 1-2) und das Fusionskonstrukt R5-Amelogenin (BioMin
77-5) eine mäßige Bindung im Bereich von 25%. Für die Variante LRAP (BioMin 4-3), be-
stehend aus der N- sowie C-terminalen Region des Amelogenins, und das Fusionsprodukt
BioMin 8-2-1 (Amelogenin-Perlucin) konnten Bindungsraten von ca. 60% detektiert wer-
den. Durch Fusion des full length Amelogenin (BioMin 7-2) sowie der verkürzten Varianten
Amelogenin ∆42aa N-term. + ∆17aa C-term. (BioMin 10) und Amelogenin: 23aa C-term.
(BioMin 11-2) an das Hydrophobin DewA wurde ebenfalls eine Bindung im Bereich von
60% detektiert. Die Alaninvariante M11A, P21A (BioMin 107) zeigte in HBST-Puﬀer
das beste Ergebnis mit einem gebundenen Proteinanteil von 70 (±2)%. Die Bindefähig-
keit von BioMin 107 konnte durch die N-terminale Fusion des Hydroxylapatit-bindenden
12mer CPL1286 (BioMin 163) nicht weiter gesteigert werden, für dieses Konstrukt konn-
ten lediglich 60 (±8)% gebundenes Protein nachgewiesen werden. Bei Betrachtung der
Bindungsergebnisse in den Mundwasserformulierungen konnte für das Fusionskonstrukt
Amelogenin-Perlucin (BioMin 8-2-1) ein geringer Anteil an gebundenem Protein in der
Mundwasserformulierung A nachgewiesen werden (2 (±2)%). In Mundwasser B wurde für
keines der untersuchten Amelogeinderivate eine Bindung detektiert.
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3.1.1.1.3 Statherinderivate
Statherin gehört zu den Speichelproteinen und besitzt einen hohen Anteil an negativ gela-
denen Aminosäuren wie Aspartat, Glutamat und Phosphoserin. Aufgrund seiner Ladung
zeigt Statherin eine hohe Aﬃnität zu Ca2+-Ionen und ist für die Stabilisierung dieser
im Speichel mitverantwortlich.48,49 In dieser Arbeit wurden insgesamt drei Statherinva-
rianten auf ihr Bindeverhalten gegenüber Hydroxylapatit untersucht. BioMin 113 ist ein
Fusionskonstrukt aus dem Viralen Capsid Protein 1 (VP1) aus dem Polyomavirus und
Statherin. Die Peptide BioMin 114 und 115 bestehen aus den 21 N-terminalen Aminosäu-
ren des Statherins (DSSEEKFLRRIGRFGYGYGPY). In BioMin 115 sind außerdem alle
vorhandenen Serinreste phosphoryliert, BioMin 114 stellt die unphosphorylierte Variante
dar.
Bei Betrachtung der Bindungsergebnisse (Diagramm 3.3) weist die unphosphorylierte Va-
riante BioMin 114 die geringste Bindung mit 20 (±4)% gebundenem Peptid an Hydroxyla-
patit in HBST-Puﬀer auf. BioMin 113 sowie das phosphorylierte Statherinpeptid (BioMin
115) weisen beide hohe Binderaten mit 75 (±2) bzw. 85 (±2)% auf. In den Mundwas-
serformulierungen behält nur die phosphorylierte Variante des Statherinpeptides (BioMin
115) die Bindefähigkeit. In Mundwasser A konnten 20 (±4)%, in Mundwasser B 14 (±3)%
an gebundenem Peptid an Hydroxylapatit nachgewiesen werden. Für BioMin 113 und das
unphosphorylierte Statherinpeptid (BioMin 114) konnte in den Mundwasserformulierun-
gen keine Bindung nachgewiesen werden.
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Diagramm 3.3: Zusammenfassung der Bindung der untersuchten Statherinderiavte an 10 mg
Hydroxylapatit in HBST-Puﬀer (weiß), 50% igem Mundwasser A (rot) und
50% igem Mundwasser B (grau). BioMin 113: VP1_100aa-Statherin, BioMin
114: Statherinpeptid (unphosphoryliert), BioMin 115: Statherinpeptid (phos-
phoryliert).
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3.1.1.1.4 Hydrophobine
Neben den Amelogenin-Hydrophobin-Konstrukten BioMin 10 und BioMin 11-2, die be-
reits unter 3.1.1.1.2 behandelt worden sind, wurden fünf weitere Fusionskonstrukte an
das Hydrophobin DewA aus A. nidulans untersucht (Diagramm 3.4). Die Konstrukte mit
der Synthase YaaD aus B. subtilis BioMin 92 (YaaD-DewA) und BioMin 93 (40aaYaaD-
DewA) zeigten eine mäßige Bindungsrate von 30 (±5)% bzw. 43 (±5)% in HBST-Puﬀer.
Durch Fusion der Peptide R580 (BioMin 104), CPL1286 (BioMin 144) und P11-476 (BioMin
145) an BioMin 93 konnte Bindung bis auf 72 (±2)% für BioMin 145 gesteigert werden.
Bei Betrachtung der Bindungsergebnisse in den Mundwasserformulierungen verlor ledig-
lich BioMin 92, bestehend aus der full length Synthase YaaD und dem Hydrophobin DewA,
seine Bindefähigkeit. Die verkürzte Variante BioMin 93 (40aaYaaD-DewA) hingegen zeig-
te eine Bindung von 19 (±4)% bzw. 25 (±3)%. Durch Fusion des TiO2 mineralisierende
Peptides R580 wurde die Bindefähigkeit auf 2 (±1)% erniedrigt. Im Gegensatz dazu konnte
durch Fusion der Hydroxylapatit-bindenden Peptide CPL1236 in BioMin 144 und P11-476
in BioMin 145 die Bindung auf 27 - 36% weiter erhöht werden. Beide Konstrukte zeigten
damit eine Bindefähigkeit an Hydroxylapatit, die vergleichbar mit der der Positivkontrolle
BioMin 60 ist (Diagramm 3.1).
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Diagramm 3.4: Zusammenfassung der Bindung der untersuchten DewA-Fusionskonstrukte
an 10 mg Hydroxylapatit in HBST-Puﬀer (weiß), 50% igem Mundwasser A
(rot) und 50% igem Mundwasser B (grau). BioMin 92: YaaD-DewA, Bio-
Min 93: 40aaYaaD-DewA, BioMin 104-1: R5-40aaYaaD-DewA, BioMin 144:
40aaYaaD-CPL12-DewA, BioMin 145: 40aaYaaD-P11-4-DewA.
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3.1.1.1.5 Weitere Proteine
Neben den bisher beschriebenen Proteinen wurden noch vier weitere Proteine unter-
sucht. Die Carboanhydrase CanA aus M. thermophila (BioMin 50-2), das Derivat #64
des Dentin-Matrix-Protein 1 (DMP1), das von Tsuji et al. beschrieben wurde (BioMin
47),79 das HRC (Histidin-reiches Calcium bindendes Protein) (BioMin 146) und ein dem
MI tooth mousseTM entsprechenden Peptidgemisch (BioMin 65). Dieses sogenannte ho-
memade Recaldent wurde bei der BASF SE durch tryptischen Verdau des Milchproteins
Casein hergestellt. Wie in Diagramm 3.5 abgebildet weisen BioMin 47 und BioMin 50-2
gute Binderaten von ca. 50% in HBST-Puﬀer auf. Für das homemade Recaldent konnten
in HBST-Puﬀer lediglich 14 (±1)% gebundenes Peptid nachgewiesen werden. BioMin 146
zeigte sehr gute Bindeeigenschaften an Hydroxylapatit in HBST-Puﬀer mit 95 (±2)%. In
den Mundwasserformulierungen konnte für BioMin 47 und BioMin 50-2 keine Bindung
nachgewiesen werden. BioMin 65 zeigte eine geringe Bindung (4 (±1)% bzw. 5 (±1)%)
und für BioMin 146 wurden mäßige Binderaten mit 8 (±3)% in Mundwasser A und 10
(±4)% in Mundwasser B gefunden.
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Diagramm 3.5: Zusammenfassung der Bindung an 10 mg Hydroxylapatit in HBST-Puﬀer
(weiß), 50% igem Mundwasser A (rot) und 50% igem Mundwasser B (grau)
von BioMin 47: DMP1 Derivat (#64), BioMin 50-2: CanA, BioMin 65: Ca-
sein nach Trypsinverdau (homemade Recaldent), BioMin 146: Histidin-reiches
Calcium bindendes Protein (HRC).
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3.1.1.1.6 Zusammenfassung der Bindung an Hydroxylapatitpulver
Insgesamt wurden 24 unterschiedliche Proteine auf ihr Bindeverhalten gegenüber Hydro-
xylapatitpulver untersucht. Für den Großteil dieser Proteine konnten gute Binderaten
von über 50% an gebundenem Protein an Hydroxylapatit in HBST-Puﬀer nachgewiesen
werden (siehe Tabelle 3.1). Mit über 70% gebundenem Protein erwiesen sich die Positiv-
kontrollen BioMin 60 (Recaldent) und BioMin 78 (DSS6), die Statherinkonstrukte BioMin
113 (VP1-Statherin), BioMin 115 (phophor. Statherinpeptid), das Hydrophobinkonstukt
BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA) und das Histidin-reiche Calcium-bindende Protein
(BioMin 146) als quantitativ beste Binder. In den Bindungsexperimenten, die in den bei-
den Mundwasserformulierungen durchgeführt worden waren, wurden lediglich neun Bin-
der identiﬁziert (Diagramm 3.6). Von diesen neun Proteinen zeigten BioMin 8-2-1, BioMin
65, BioMin 104-1 und BioMin 146 geringe Binderaten mit weniger als 10%. BioMin 60
(Recaldent), BioMin 93 (40aaYaaD-DewA), BioMin 115 (phosphoryliertes Statherinpep-
tid), BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA)
wiesen mit über 10% an gebundenem Protein eine gute Bindefähigkeit an Hydroxylapatit
in den Mundwasserformulierungen auf. Die Positivkontrolle BioMin 60 sowie die DewA-
Fusionskonstrukte BioMin 144 und BioMin 145 stellten mit 30% gebundenem Protein
oder mehr die besten Binder dar.
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Diagramm 3.6: Zusammenfassung der neun bindenden Proteine in Mundwasser A (rot) und
Mundwasser B (grau).
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Tabelle 3.1: Bewertung der 24 untersuchten Proteine bezüglich ihrer Bindefähigkeit gegenüber
Hydroxylapatit in HBST-Puﬀer sowie den Mundwasserformulierungen A und B
(Mund A und Mund B). Die Bindeergebnisse sind als prozentualer Anteil an ge-
bundenem Protein dargestellt.
BioMin Nr. Name HBST Mund A Mund B
1-2 Amelogenin* 22±5 n.d. n.d.
4-3 LRAP* 59±1 n.d. n.d.
7-2 Amelogenin-Hydrophobin* 56±1 n.d. n.d.
8-2-1 Amelogenin-Perlucin* 60±1 2±1 n.d.
10 (Amelogenin∆42aaN-term. + ∆17aaC-term.)-
DewA*
58±5 n.d. n.d.
11-2 (Amelogenin:23aaC. term.)-DewA* 62±3 n.d. n.d.
47 DMP1 Derivat (#64)79* 49±4 n.d. n.d.
50-2 Carboanhydrase* 55±1 n.d. n.d.
60 Peptides out of MI tooth mousseTM 70±9 37±3 30±1
65 homemade Recaldent after Trypsin treatment
of Casein
14±1 4±1 5±1
77-5 R580-Amelogenin* 12±2 n.d. n.d.
78 (DSS)635 84±9 n.d. n.d.
79 #3-1 (LIKHILHRL)35 3±1 n.d. n.d.
92 YaaD-DewA* 30±5 n.d. n.d.
93 40aaYaaD-DewA* 43±11 19±4 25±3
104-1 R580-40aaYaaD-DewA* 63±1 2±1 2±1
107 Amelogenin (mutein M11A, P21A)* 69±2 n.d. n.d.
113 VP1-100aa-StatherinDD* 75±2 n.d. n.d.
114 Statherinpeptid (unphosphoryliert) 16±4 n.d. n.d.
115 Statherinpeptid (Phosphoryliert) 86±2 20±4 14±3
144 40aaYaaD-CPL1286-DewA* 50±3 27±3 36±2
145 40aaYaaD-P11-476-DewA* 72±1 31±2 30±1
146 40aa YaaD-HRC* 96±1 8±3 10±4
163 CPL1286-G2-BioMin 107* 60±12 n.d. n.d.
* enthält C-terminal einen His6-Tag
n.d. nicht detektierbar
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3.1.1.2 Bindung an menschliche Zahnschnitte
Die neun in den Mundwasserformulierungen bindenden Proteine sowie die Negativkon-
trolle BioMin 79 (Peptid #3-1) wurden, in Hinblick auf die spätere Anwendung, auf
ihr Bindeverhalten an menschliche Zahnschnitte getestet. Die Zahnschnitte wurden wie
unter 2.13.6 am Institut für Mineralogie hergestellt. Abbildung 3.4a zeigt einen solchen
Zahnschnitt. Im vergrößerten Ausschnitt sind die einzelnen Komponenten gekennzeichnet
(Abbildung 3.4b). Ummantelt wird der Zahn von einer Schicht Enamel (E). Darunter
beﬁndet sich das weichere, den Knochen ähnliche Dentin (D). Im unteren Teil werden die
Zahnwurzeln vom sogenannten Cementum (C) umhüllt. Im Zahninneren beﬁndet sich die
Pulpa (P), in der Blutgefäße und Nerven lokalisiert sind. Aufgrund der beschränkten An-
zahl an Zahnschnitten wurden die Bindungsversuche lediglich in 50% igem Mundwasser
B durchgeführt. Nach Bindung von 2 µM ﬂuoreszenzmarkiertem Protein für 2 h bei
37 ◦C und mehreren Waschschritten wurden gebundenen Proteine unter dem Fluoreszenz-
mikroskop qualitativ nachgewiesen.
(a) (b)
E
D
P
C
Abbildung 3.4: Abbildung eines für die Bindungsexperimente verwendeten Zahnschnittes (a)
und die vergrößerte Darstellung des Zahnschnittes (b) mit Kennzeichnung der
einzelnen Kompartimente, Enamel (E), Dentin (D), Pulpa (P) und Cementum
(C).
Für alle neun untersuchten Proteine konnte eine deutliche Bindung an die Zahnschnitte
visualisiert werden. Abbildung 3.5 zeigt die entsprechenden Aufnahmen für die Positiv-
kontrolle BioMin 60 (aus MI tooth mousse TM extrahierte Peptide). In Abbildung 3.5b ist
ersichtlich, dass die Bindung der Peptide hauptsächlich an das Dentin (in der Abbildung
mit D gekennzeichnet) stattgefunden hat, am härteren Enamel (E) konnte keine Fluores-
zenz und somit keine sichtbar gebundenen Peptide nachgewiesen werden. Wie Abbildung
3.6 zeigt, wurde für das Fusionskonstrukt BioMin 145 aus dem Hydrophobin DewA und
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dem Peptid P11-4 ein ähnliches Verhalten nachgewiesen. Ebenso wie für BioMin 60 konnte
hauptsächlich eine Bindung an das Dentin detektiert werden. Alle neun untersuchten Pro-
teine zeigten dieses Bindeverhalten, eine gute Bindung an Dentin, jedoch keine Bindung
gegenüber dem härteren Enamel (die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen beﬁnden sich
im Anhang unter 7.1).
(a)
D E
(b)
D E
Abbildung 3.5: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 60 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
(a)
D
E
(b)
D
E
Abbildung 3.6: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 145 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
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Lediglich für die Negativkontrolle #3-1 konnte nur eine geringe unspeziﬁsche Bindung an
die beiden Hartsubstanzen, Dentin und Enamel, nachgewiesen werden (Abbildung 3.7).
(a)
E
D
(b)
D
E
Abbildung 3.7: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 79 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
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3.1.2 Nukleationsexperimente
Neben der Bindung an Hydroxylapatit ist die Nukleation bzw. Mineralisierung von Hy-
droxylaptit ausschlaggebend für den Aufbau von Zahnschmelz in oral care Produkten.
Daher wurden die unter 2.10 aufgeführten Proteine auf ihre Nukleationseigenschaften ge-
genüber Hydroxylapatit untersucht. Hierfür wurden die Proteinproben zunächst auf ihren
Phosphatgehalt (siehe 2.14.1) überprüft und gegebenenfalls gegen 5 mM Tris-HCl pH 7,5
dialysiert, um eventuelle Phosphatrückstände zu entfernen. Auf diese Weise konnte für al-
le Proben eine gleiche Konzentration an Phosphat während der Nukleationsexperimente
gewährleistet werden.
3.1.2.1 Nukleation in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
3.1.2.1.1 Messung der Trübung bei 820 nm
Die Nukleationsfähigkeit der unterschiedlichen Proteine gegenüber Hydroxylapatit wurde
durch die Trübung der Lösung bei 820 nm bestimmt. Dieser Assay wurde nach Gungor-
mus et al. an die Anforderungen dieser Arbeit angepasst.84 Wie unter 2.14.2 beschrieben
wurde anstelle von β-Glycerolphosphat und Verwendung einer alkalischen Phosphatase
anorganisches Phosphat eingesetzt. Für ein passendes setup wurden verschiedene Parame-
ter variiert. Zu Beginn wurde die Variation der CaCl2, NaHPO4 und Proteinkonzentration
untersucht. Da sich in den ersten Vorversuchen die Reproduzierbarkeit der Nukleationser-
gebnisse als problematisch erwiesen hatte, wurden alle Lösungen direkt vor Verwendung
steril ﬁltriert (2 µm) um unkontrollierte Präzipitation durch kleine Partikel zu unterbin-
den. Nach Untersuchung unterschiedlicher Konzentrationen wurde die ﬁnale Zusammen-
setzung auf 3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
und 25 µM Protein festgelegt. Dabei wurde ein Ca/P Verhältnis von 1,67 gewählt, welches
dem in Hydroxylapatit entspricht. Die Messung der Trübung erfolgte stündlich bei 820
nm für 8 h und nach 24 h.
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Diagramm 3.7: Messung der Mineralbildung über die Absorption bei 820 nm in der Nuklea-
tionslösung aus 3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM
HEPES pH 7,5. Es wurden Proteine identiﬁziert, die eine beschleunigende
Wirkung (z. B. BioMin 1-2), stabilisierende Wirkung (z. B. BioMin 60) oder
keinen Eﬀekt (z. B. BioMin 47) auf die Mineralbildung besitzen, jeweils im
Vergleich mit der Kontrolle ohne Protein (Blank).
Die Absorbtionsmessungen bei 820 nm zeigten, dass die Proteine im Vergleich zur Kon-
trolle ohne Protein, drei unterschiedliche Nukleationsverhalten aufweisen (Diagramm 3.7).
Für die Kontrolle ohne Protein konnte innerhalb der ersten 3 h keine Präzipitation nachge-
wiesen werden. Der Anstieg der Absorptionskurve nach 3 h zeigt, dass hier eine zunehmen-
de Mineralbildung einsetzte. Nach Inkubation von 8 h bei 37 ◦C erreicht die Absorption
einen Endwert von ≈ 0,06. Der Großteil der hier untersuchten Proteine zeigte ein ähnliches
Nukleationsverhalten wie die Kontrolle ohne Protein. Als Beispiel ist in Diagramm 3.7 das
Derivat #64 des Dentin-Matrix-Protein 1 (DMP1) (BioMin 47) aufgeführt. Es konnten
jedoch auch Proteine identiﬁziert werden, die einen stabilisierenden Eﬀekt auf die Nuklea-
tionslösung ausübten. In Gegenwart solcher Proteine, wie z. B. den aus MI tooth mousseTM
extrahierten Peptiden (BioMin 60), wurde eine zeitlich verzögerte, in einigen Fällen auch
keine Mineralbildung detektiert. Im Gegensatz dazu war es auch möglich, Proteine zu
identiﬁzieren, die eine beschleunigende Wirkung auf die Trübungsentwicklung zeigten. In
Diagramm 3.7 wird dies veranschaulicht durch das full length Amelogenin (BioMin 1-2).
Ein großer Nachteil dieses Assays ist die Möglichkeit durch ausfallende Proteine falsch-
positive Ergebnisse zu erhalten. Dies würde ebenfalls zu einer Trübung der Lösung führen
und könnte somit die eigentliche Messung der Mineralbildung verfälschen. Deshalb wurde
in einem weiteren Assay die Abnahme der Calciumkonzentration verfolgt.
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3.1.2.1.2 Messung der Ca2+-Ionenabnahme
Neben den Trübungsmessungen bei 820 nm wurde die Abnahme der Calciumionenkon-
zentration in der Nukleationslösung verfolgt. Die Abnahme der Calciumkonzentration in
der Lösung ist auf die Bildung des Minerals zurückzuführen. Wie unter 2.14.3 beschrieben
wurde zur Ermittlung der aktuellen Ca2+-Konzentration der Farbstoﬀ o-Cresolphthalein
Complexone (CPC) verwendet. CPC bildet im alkalischen Milieu in Gegenwart von Ca2+-
Ionen einen violetten Komplex, der photometrisch bei 575 nm detektiert werden kann.
In Anlehnung an die Doktorarbeit von Kaur wurde die optimale Zusammensetzung zur
Ca2+-Bestimmung ermittelt.85 Die ﬁnale Zusammensetzung für die Nachweisreaktion wur-
de auf 0,03 mM CPC, 20 mM 2-Amino-2-methyl-1-propanol und 20 µL Probe in einem
Endvolumen von 250 µL festgelegt.
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Diagramm 3.8: Abnahme der Calciumkonzentration in der Nukleationslösung aus 3,0 mM
CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5. Es wurden
Proteine identiﬁziert, die eine beschleunigende Wirkung (z. B. BioMin 1-2),
eine stabilisierende Wirkung (z. B. BioMin 60) und keinen Einﬂuss (BioMin
47) auf die Nukleation besitzen, jeweils im Vergleich mit der Kontrolle ohne
Protein (Blank).
Auch bei der Detektion der Ca2+-Ionenkonzentration konnten drei unterschiedliche Nu-
kleationstrends beobachtet werden (Diagramm 3.8). Die Kontrolle ohne Protein zeigt
innerhalb der ersten 3h keine Abnahme in der Ca2+-Konzentration. Nach 3 h sinkt die
Konzentration von 3,0 mM auf 1 mM ab. Innerhalb der folgenden 5 h erreicht die Ca2+-
Konzentration eine Endwert von 0,5 mM. Wie BioMin 47 zeigte der Großteil der unter-
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suchten Proteine einen ähnlichen Nukleationsverlauf verglichen mit der Kontrolle ohne
Protein. Allerdings konnten auch hier sieben Verbindungen identiﬁziert werden, die eine
stabilisierende Wirkung aufwiesen, wie die aus MI tooth mousseTM extrahierten Peptide
(BioMin 60). Weitere Vertreter dieser Gruppe sind BioMin 65, BioMin 92, BioMin 93,
BioMin 113, BioMin 115 und BioMin 163 (Diagramm 3.9). In Anwesenheit dieser Prote-
ine wurde die Nukleation verzögert (verglichen mit der Kontrolle) oder in einigen Fällen
vollständig unterbunden.
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Diagramm 3.9: Abnhame der Calciumkonzentration in der Nukleationslösung aus 3,0 mM
CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5. Dargestellt
sind Proteine, die eine stabilisierende Wirkung auf die Nukleation besitzen.
Im Gegensatz hierzu konnten andererseits sieben Proteine identiﬁziert werden, deren An-
wesenheit in einer Beschleunigung der Nukleation resultierte. Während in der Kontrolle
ohne Proteine über drei Stunden ein stabile Konzentration von 3,0 mM CaCl2 beibehal-
ten wurde, zeigten einige Verbindungen bereits innerhalb der ersten beiden Stunden eine
deutliche Abnahme in der Calciumkonzentration. Als Beispiel hierfür ist in Diagramm 3.8
das full length Amelogenin (BioMin 1-2) aufgeführt. Zu den beschleunigend wirkenden
Proteinen gehörten weiterhin BioMin 4-3, BioMin 7-2, BioMin 77-5, BioMin 107, BioMin
144 und BioMin 145 (Diagramm 3.10). Das Hydrophobinkonstrukt BioMin 144 zeigte
dabei den deutlichsten Einﬂuss auf die Nukleation.
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Diagramm 3.10: Abnhame der Calciumkonzentration in der Nukleationslösung aus 3,0 mM
CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5. Dargestellt
sind Proteine, die eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation besitzen.
Die gesamten Nukleationergebnisse des CPC-Assays in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH
7,5 sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Die graﬁsche Darstellung der Nukleationsver-
läufe aller Proteine beﬁndet sich im Anhang unter 7.2.
Das während der Nukleation gebildete Präzipitat wurde für ausgewählte Proteine über
Röntgen-Pulverdiﬀraktometrie charakterisiert. Abbildung 3.8 zeigt die entsprechenden
Pulverspektren für die Präzipitate, gebildet in Anwesenheit der Hydrophobinkonstrukte
BioMin 145 (a) und BioMin 144 (b) sowie für die Kontrolle ohne Protein (c). In allen
Proben wurden Hauptsignale bei 2Θ = 25,9 ◦, 2Θ = 31,8 ◦ sowie 2Θ = 32,2 ◦ detek-
tiert, die den kristallograﬁschen (002) und (211) bzw. (112) Flächen von Hydroxylapatit
entsprechen. Weiterhin wurde das gebildete Mineral für die Amelogeninderivate BioMin
1-2, BioMin 4-3, BioMin 107, sowie für das unphosphorylierte Statherinpeptid (BioMin
114), das Histidin-reiche Calcium bindende Protein HRC (BioMin 146) und das Hydro-
phobinfusionsprotein BioMin 104-1 untersucht. In allen Fällen konnte Hydroxylapatit als
gebildete Phase identiﬁziert werden. Die entsprechenden Spektren für diese Proteine be-
ﬁnden sich im Anhang unter 7.2.1.
Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der entstandenen Präzipitate sind in
Abbildung 3.9 dargestellt und zeigen plättchenförmige Kristalle. In Abwesenheit von Pro-
teinen lagerten sich diese Kristalle zu sphärischen Strukturen zusammen. Dabei entstan-
den runde Gebilde mit einem Durchmesser von 1 - 2 µm (Abbildungen 3.9a und 3.9b). In
Gegenwart des Fusionskonstruktes BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) bildeten sich
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ebenfalls plättchenförmige Kristalle. Im Gegensatz zu den sphärischen Partikel ohne Pro-
tein wurden in Anwesenheit von BioMin 144 feinere, netzartige Strukturen ausgebildet
(Abbildung 3.9c und 3.9d).
(a)
(b)
(c)
25 30 40 50 60
2-Theta - Scale
(00
2)
(10
2)
(21
0)
(21
1)
(11
2)
(30
0)
(31
0) (2
22
) (21
3)
(00
4)
Abbildung 3.8: Pulverdiﬀraktogramm der Präzipitate gebildet in der Nukleationslösung aus
3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 in
der Gegenwart von BioMin 145 (a), BioMin 144 (b) und ohne Protein (c).
(a) (b)
(c) (d)
Abbildung 3.9: TEM-Aufnahmen des Präzipitats gebildet in der Nukleationslösung aus 3,0
mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 in
Abwesenheit von Proteinen in (a) und (b). TEM-Aufnahmen des Präzipitats
gebildet in Gegenwart von 25 µM BioMin 144 in (c) und (d). Balken entspre-
chen in (a)/(c) 500 nm und (b)/(d) 100 nm.
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3.1.2.2 Nukleation in artifiziellem Speichel
Um die Nukleationsexperimente der späteren Anwendung gegenüber relevanter zu gestal-
ten, wurden Versuche zur Abnahme in der Ca2+-Konzentration in artiﬁziellem Speichel
durchgeführt. Dies entspricht einer möglichen Applikation in Mundspülungen. Mögliche
Kandidaten sollten nach der Bindung an die Zahnoberﬂäche in der Lage sein, die gerich-
tete Abscheidung von Hydroxylapatit aus dem Calcium- und Phosphathaltigen Speichel
an der Zahnoberﬂäche zu fördern. Für die Versuche wurde die Speichelzusammensetzung
nach Panich78 gewählt, auf den Zusatz von Carboxymethylcellulose wurde verzichtet. Die
Abnahme in der Calciumkonzentration wurde wie in HEPES-Puﬀer durchgeführt. Über
einen Zeitraum von 6 h wurden stündlich Proben entnommen und der Überstand auf die
aktuelle Ca2+-Konzentration untersucht. Dem CPC-Reagenz wurden für diese Versuche
455 mM 8-Hydroxyquinolin zugesetzt, um die enthaltenen Mg2+-Ionen zu maskieren.85
Wie in den voraus gegangenen Versuchen wurde drei unterschiedliche Nukleationstrends
detektiert. In der Kontrolle ohne Proteine sinkt die Ca2+-Konzentration innerhalb der
ersten Stunde von 1,45 mM auf 1,2 mM (Diagramm 3.11).
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Diagramm 3.11: Abnahme der Calciumkonzentration in artiﬁziellem Speichel nach Panich.78
Es wurden Proteine identiﬁziert, die eine beschleunigende Wirkung (z. B.
BioMin 145), eine stabilisierende Wirkung (z. B. BioMin 60) und keinen Ein-
ﬂuss (BioMin 146) auf die Nukleation besitzen, verglichen mit der Kontrolle
ohne Protein (Blank).
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Während der zweiten Stunde fällt die Konzentration leicht auf einen Wert von 1,0 mM,
innerhalb der dritten Stunde beginnt die eigentliche Präzipitation und nach 4 h ist eine
Konzentration von ca. 0,4 mM erreicht, die innerhalb der folgenden zwei Stunden noch
leicht auf einen Endwert von 0,3 mM absinkt. Wie bereits in HEPES-Puﬀer wiesen die
meisten der untersuchten Proteine einen ähnlichen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle
ohne Protein auf. Während der Versuche in artiﬁziellem Speichel konnten sieben Proteine
identiﬁziert werden, die eine stabilisierende Wirkung auf die Nukleation ausübten. Dies
resultierte in einer zeitlichen Verzögerung im Nukleationsverlauf bzw. die Mineralbildung
wurde über sechs Stunden hinweg komplett unterbunden. Zu diesen Proteinen zählten Bio-
Min 8-2-1, BioMin 60, BioMin 65, BioMin 92, BioMin 104-1, BioMin 113 und BioMin 115
(s. BioMin 60 in Diagramm 3.11). Weiterhin zeigten fünf Verbindungen eine beschleuni-
gende Wirkung auf den Nukleationsverlauf. Zu diesen gehörten BioMin 4-3, BioMin 11-2,
BioMin 77-5, BioMin 144 und BioMin 145. Erneut zeigten die Hydrophobinfusionskon-
strukte BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA)
die stärkste Beschleunigung im Nukleationsverlauf. Innerhalb von zwei Stunden wurde
eine stabile Endkonzentration von 0,2 mM erreicht (Diagramm 3.12). Die Nukleationsver-
läufe aller Proteine beﬁnden sich im Anhang unter 7.3.
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Diagramm 3.12: Abnahme der Calciumkonzentration in artiﬁziellem Speichel nach Panich.78
Dargestellt sind Proteine, die eine beschleunigende Wirkung auf die Nuklea-
tion besitzen, verglichen mit der Kontrolle ohne Protein (Blank).
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Für die beiden Hydrophobinkonstrukte BioMin 145 und BioMin 144 und die Kontrolle
ohne Protein wurden die gebildeten Präzipitate über Pulverdiﬀraktometrie charakteri-
siert. Wie Abbildung 3.10 zeigt, konnte in allen Fällen Hydroxylapatit als Hauptphase
identiﬁziert werden. Es wurden Hauptsignale bei 2Θ = 25,9 ◦, 2Θ = 31,8 ◦ sowie 2Θ =
32,2 ◦ gefunden, die indikativ sind für Hydroxylapatit.
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Abbildung 3.10: Pulverdiﬀraktogramme der Präzipitate gebildet in artiﬁziellem Speichel in
Gegenwart von BioMin 145 (a), BioMin 144 (b) und ohne Protein (c).
Die Aufnahmen über Transmissionelektronen-Mikroskopie zeigen für die gebildeten Prä-
zipitate plättchenförmige Kristalle (Abbildung 3.11). In Abwesenheit von Protein wurden
sphärische Zusammenlagerungen dieser Kristalle gefunden (Abbildung 3.11a). Kristalle,
die in Gegenwart der Hydrophobinkonstrukte BioMin 144 bzw. BioMin 145 gebildet wor-
den waren, zeigten hingegen eine feinere Struktur (Abbildung 3.11b bzw. 3.11c).
(a) (b) (c)
Abbildung 3.11: TEM-Aufnahme des Präzipitats gebildet in artiﬁziellem Speichel in Abwe-
senheit von Proteinen in (a). TEM-Aufnahmen des Präzipitats gebildet in
Gegenwart von 25 µM BioMin 144 (b) und BioMin 145 (c). Balken entspre-
chen 100 nm.
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Die Ergebnisse der Nukleation in HEPES Puﬀer und artiﬁziellem Speichel sind in Tabelle
3.2 gegenübergestellt. Diese zeigen, dass die Nukleationseigenschaften einiger Proteine von
der verwendeten Nukleationslösung (Puﬀer oder Speichel) abhängig sind. Dies betriﬀt vor
allem Proteine, die einen weniger stark ausgeprägten Eﬀekt aus die Nukleation ausüben.
Ein Beispiel ist das full length Amelogenin (BioMin 1-2). Während in artiﬁziellem Speichel
keine Wirkung zu beobachten ist und somit der Nukleation ohne Protein ähnelt, ist in
HEPES-Puﬀer eine beschleunigende Wirkung zu beobachten. Als weiteres Beispiel zeigte
das Konstrukt aus dem verkürzten YaaD und dem Hydrophobin DewA (BioMin 93) in
HEPES-Puﬀer einen etwas verzögerten Nukleationsverlauf, die Nukleation in artiﬁziellem
Speichel verläuft hingegen wie die Kontrolle ohne Protein. Im Gegensatz dazu zeigen
Proteine, die die Nukleation über einen Zeitraum von sechs Stunden vollständig inhibieren
(BioMin 60, BioMin 65, BioMin 113, BioMin 115), diesen inhibierenden Eﬀekt sowohl in
einer gepuﬀerten Salzlösung als auch in artiﬁziellem Speichel. Ebenso weisen die beiden
Hydrophobinkonstrukte BioMin 144 und BioMin 145 in beiden Lösungen eine deutlich
beschleunigende Wirkung auf.
Tabelle 3.2: Gegenüberstellung der Ergebnisse aus den Nukleationsexperimenten in einer Nu-
kleationslösung aus 3,0 mM CaCl2 und 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50
mM HEPES pH 7,5 und artiﬁziellem Speichel.
Nukleation
BioMin Nr. Name HEPES Speichel
1-2 Amelogenin* + o
4-3 LRAP* + +
7-2 Amelogenin-Hydrophobin* + o
8-2-1 Amelogenin-Perlucin* o -
10 (Amelogenin∆42aa N-term. + ∆17aa C-
term.)-DewA*
o o
11-2 (Amelogenin: 23aa C)-DewA* o +
47 DMP1 Derivat (#64)* o o
50-2 Carboanhydrase* o o
60 Peptides out of MI tooth mousseTM - -
65 homemade Recaldent after Trypsin treatment
of Casein
- -
77-5 R5-Amelogenin* + +
78 6xDSS o o
79 #3-1 (LIKHILHRL) o o
92 YaaD-DewA* - -
93 40aaYaaD-DewA* - o
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Nukleation
BioMin Nr. Name HEPES Speichel
104-1 R5-40aaYaad-DewA* o -
107 Amelogenin (M11A, P21A)* + o
113 VP1-100aa-StatherinDD* - -
114 Statherinpeptid (unphosph.) o o
115 Statherinpeptid (phosph.) - -
144 40aaYaaD-CPL12-DewA* + +
145 40aaYaaD-P11-4-DewA* + +
146 40aa YaaD-HRC* o o
163 CPL12-G2-BioMin107* - o
* enthält C-terminal einen His6-Tag
- zeigt im Vergleich zur Kontrolle ohne Proteine eine Verzögerung im Nukleationsverlauf
o zeigt einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein
+ zeigt im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein eine Beschleunigung im Nukleationsverlauf
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3.1.2.3 Nukleation in artifiziellem Speichel unter Zusatz von Fluorid
Der positive Eﬀekt von Fluorid auf die Remineralisierung der Zahnoberﬂäche wurde durch
verschiedene Studien untersucht und bestätigt. Der Eﬀekt ist hauptsächlich auf die Bil-
dung von Fluorapatit (Ca10(PO4)6F2) zurückzuführen. Dies entsteht durch Substitution
der Hydroxylgruppen in Hydroxylapatit und besitzt im Vergleich zu diesem eine höhere
Stabilität in einem breiten pH Bereich.20,55,87,88 Daher wird Fluorid bereits in vielen oral
care Produkten zugesetzt.
In dieser Arbeit wurde weiterhin der Einﬂuss von Fluorid auf die Nukleation von Hydro-
xylapatit in artiﬁziellem Speichel untersucht. Nach Validierung unterschiedlicher Konzen-
trationen im Bereich von 100 - 500 ppm Fluorid erfolgte die Festsetzung auf eine End-
konzentration auf 250 ppm. Die unter 2.10 aufgeführten Proteine wurden bezüglich ihres
Nukleationsverhaltens in artiﬁziellem Speichel in Gegenwart von 250 ppm Fluorid bewer-
tet. Bei Untersuchung der unterschiedlichen Proteine zeigten lediglich drei Verbindungen
eine beschleunigende Wirkung auf den Nukleationsverlauf (Diagramm 3.13). Während in
der Lösung ohne Protein die Ca2+-Konzentration innerhalb der ersten Stunde von 1,5 mM
auf 0,8 mM abfällt und auf diesem Niveau verbleibt, wurden in Anwesenheit der Fusions-
konstrukte aus dem TiO2-mineralisierenden Peptid R5
80 und dem full length Amelogenin
(BioMin 77-5), der Hydrophobinkonstrukte BioMin 144 (40aaYaaD-CPL1286-DewA) und
BioMin 145 (40aaYaaD-P11-476-DewA) weiter Ca2+-Ionen aus der Lösung verbraucht.
Nach 5 h wird eine Endkonzentration von 0,2 mM Ca2+ erreicht.
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Diagramm 3.13: Nukleation in artiﬁziellem Speichel in Gegenwart von 250 ppm Fluorid. Ge-
zeigt sind Proteine, die eine beschleunigende Wirkung auf den Nukleations-
verlauf besitzen verglichen mit der Kontrolle ohne Protein (Blank).
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3.1.3 Zusammenfassung Screening
Für die Applikation in Mundpﬂegeprodukten wurden insgesamt 24 Protein und Peptide
auf ihr Bindeverhalten gegenüber Hydroxylapatit in HBST-Puﬀer und zwei Mundwasser-
formulierungen hin untersucht. Außerdem wurden diese Proteine bezüglich ihrer Nuklea-
tionseigenschaften in HEPES-Puﬀer und artiﬁziellem Speichel bewertet. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst. Bei Bewertung dieser Proteine zeigten lediglich
zwei Verbindungen (BioMin 144 und BioMin 145) sowohl bindende Eigenschaften in den
Mundwasserformulierungen als auch eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation in
HEPES-Puﬀer und in artiﬁziellem Speichel.
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Tabelle 3.3: Zusammenfassung der Bindungsergebnisse in HBST-Puﬀer und den Mundwasserformulierungen dargestellt als % an gebundenem
Protein sowie der Nukleationsergebnisse in HEPES-Puﬀer und artiﬁziellem Speichel und in Gegenwart von 250 ppm Fluorid.
BioMin Name
Bindung Nukleation
HBST Mundw. A Mundw. B HEPES Speichel Fluorid
1-2 Amelogenin* 22±5 n.d. n.d. + o o
4-3 Leucinreiches Amelogeninpolypeptid* 59±1 n.d. n.d. + + o
7-2 Amelogenin-Hydrophobin* 56±1 n.d. n.d. + o o
8-2-1 Amelogenin-Perlucin* 60±1 2±1 n.d. o – o
10 (Amelogenin∆42aa N-term. + ∆ 17aa
C-term.)-DewA*
58±5 n.d. n.d. o o o
11-2 (Amelogenin: 23aaC)-DewA* 62±3 n.d. n.d. o + o
47 DMP1 Derivate (#64)79* 49±4 n.d. n.d. o o o
50-1 Carboanhydrase (CanA)* 55±1 n.d. n.d. o o o
60 Peptides out of MI tooth mousseTM 70±9 37±3 30±1 – – o
65 homemade Recaldent after Trypsin
treatment of Casein
14±1 4±1 5±1 – – o
77-5 R580-Amelogenin* 12±2 n.d. n.d. + + +
78 (DSS)635 84±9 n.d. n.d. o o o
79 #3-1 (LIKHILHRL)35 3±1 n.d. n.d. o o o
92 YaaD-DewA 30±5 n.d. n.d. – – o
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BioMin Name
Bindung Nukleation
HBST Mundw. A Mundw. B HEPES Speichel Fluorid
93 40aaYaaD-DewA 43±11 19±4 25±3 – o o
104-1 R580-40aaYaaD-DewA* 63±1 2±1 2±1 o – o
107 Amelogenin (M11A, P21A)* 69±2 n.d. n.d. + o o
113 VP1-100aa-StatherinDD* 75±2 n.d. n.d. – – o
114 Statherinpeptid (unphosphoryliert) 16±4 n.d. n.d. o o o
115 Statherinpeptid (phosphoryliert) 86±2 20±4 14±3 – – o
144 40aaYaaD-CPL1286-DewA* 50±3 27±3 36±2 + + +
145 40aaYaaD-P11-476-DewA* 72±1 31±2 30±1 + + +
146 40aaYaaD-HRC* 96±1 8±3 10±4 o o o
163 CPL1286-G2-BioMin 107* 60±12 n.d. n.d. – o o
* enthält C-terminal einen His6-Tag
n.d. nicht detektierbar
+ Nukleation beschleunigt im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein
o Nukleation verläuft wie die Kontrolle ohne Protein
- Nukleation verzögert im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein
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3.2 Protein Engineering
Aus 24 untersuchten Proteinen zeigten zwei Konstrukte sowohl bindende Eigenschaften
in den Mundwasserformulierungen A und B als auch eine beschleunigende Wirkung auf
die Nukleation von Hydroxylapatit in artiﬁzellem Speichel (siehe 3.1.3). Abbildung 3.12
zeigt den schematischen Aufbau dieser Konstrukte, BioMin 144 und BioMin 145. Beide
Proteine besitzen dasselbe Grundgerüst aus einer verkürzten Form der Synthase YaaD aus
B. subtilis (40aaYaaD) und dem Hydrophobin DewA aus A. nidulans. Sie unterscheiden
sich jedoch in der Sequenz des eingeführten Peptids (in Abb. 3.12 blau unterstrichen).
BioMin 144 enthält das 12mer CPL12, das von Chung et. al über Phage Display gegen
Hydroxylapatit identiﬁziert worden war.36 BioMin 145 weist die Peptidsequenz für das
11mer P11-4 auf. P11-4 wurde rational entworfen, um Hydrogele auszubilden, auf deren
Oberﬂäche Hydroxylapatit nukleiert werden kann.76 In leicht veränderter Form (QRFE-
WEFEQQF) ist dieses Peptid als CurodontTM bereits in Mundpﬂegeprodukten erhältlich.
Die in Abbildung 3.12 rot markierte Aminosäuren wurden durch die Klonierung der Pep-
tidsequenzen zusätzlich in die Konstrukte eingeführt.
  Q P Y H P T I P Q S V H  M G K K DewABioMin 144
  Q Q R F E W E F E Q Q  M G K K G DewABioMin 145
CPL12
P11-4
Abbildung 3.12: Schematischer Aufbau der Konstrukte BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-
DewA) und BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA). Beide Konstrukte besitzen
dasselbe Grundgerüst aus 40aaYaaD (gelb) und DewA (orange), unterschei-
den sich jedoch in der Aminosäuresequenz des eingeführten Peptids CPL1236
und P11-4.76 Die entsprechende Peptidsequenz ist in der Abbildung blau un-
terstrichen. Rot markierte Aminosäuren (MGKK, G) wurden durch Klonie-
rung der Peptide zusätzlich in die Konstrukte eingeführt.
Das entsprechende Grundkonstrukt 40aaYaaD-DewA (BioMin 93) ohne insertiertes Pep-
tid wurde ebenfalls durch das Screening bezüglich der Bindeeigenschaften und Nukleati-
onsaktivität bewertet. BioMin 93 zeigte sowohl in HBST-Puﬀer als auch in den Mund-
wasserformulierungen gute Bindefähigkeit (Diagramm 3.14a). In den Mundwasserformu-
lierungen A und B lag die Bindung bei 20 (±4)% bzw. 25 (±3)%, in HBST-Puﬀer bei
43 (±5)%. Durch den Einbau der Hydroxylapatit-bindenden bzw. nukleierenden Peptide
konnte diese Bindung auf 27 (±3)% bzw. 36 (±2)% für BioMin 144 und auf 31 (±2)%
bzw. 30 (±1)% für BioMin 145 in den Mundwasserformulierungen noch gesteigert wer-
den. In HBST-Puﬀer wurde die Bindung auf 50 (±3)% für BioMin 144 und 72 (±1)% für
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BioMin 145 erhöht. In Hinblick auf die Nukleationseigenschaften in artiﬁziellem Speichel
zeigte BioMin 93 einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein (Diagramm
3.14b). Beide Konstrukte, BioMin 144 als auch BioMin 145, hingegen weisen eine deutli-
che Beschleunigung der Nukleation auf, verglichen mit der Kontrolle ohne Protein (Blank,
schwarz). Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass in den Konstrukten BioMin 144
und BioMin 145 das Hydrophobin DewA für die Bindungsfähigkeit an Hydroxylapatit ver-
antwortlich ist, während die Nukleationsaktivität auf das jeweilige Peptid zurückzuführen
ist. Neben den bindenden Eigenschaften scheint DewA außerdem einen stabilisierende
Funktion auf die eingeführten Peptide zu besitzen. Wie in Diagramm 3.14b gezeigt, weist
das einfache Peptid P11-4 (BioMin 140) alleine ebenfalls keine Nukleationsaktivität auf.
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Diagramm 3.14: (a) Graphische Darstellung der Bindefähigkeit von BioMin 93, BioMin 144
und BioMin 145 in HBST-Puﬀer (weiß) und den Mundwasserformulierungen
A (rot) und B (grau). Durch Einbau der Peptide CPL12 (BioMin 144) und
P11-4 (BioMin 145) wird die Bindungkapazität weiter erhöht. (b) Übersicht
über das Nukleationsverhalten der Konstrukte BioMin 93, BioMin 140 (P11-
4), BioMin 144 und BioMin 145 in artiﬁziellem Speichel im Vergleich mit der
Kontrolle ohne Protein (Blank).
Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden anhand der Sequenz von BioMin 144 und Bio-
Min 145 Mutanten erstellt, um den Einﬂuss einzelner Aminosäuren auf die Nukleation
von Hydroxylapatit zu untersuchen. Dabei dienten ausschließlich die Aminosäuresequen-
zen der eingeführten Peptide CPL12 (BioMin 144) und P11-4 (BioMin 145) sowie die
zusätzlich eingeführten Aminosäuren (MGKK) als Target für die ortsgerichtete Mutage-
nese. Die gewünschten Mutationen wurden über die QuikChange Methode (siehe 2.11.1)
unter Verwendung der entsprechenden Primer (siehe 2.7) eingeführt. Die Plasmide mit
den Genen, codierend für die Wildtypkonstrukte BioMin 144 und BioMin 145, wurden
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freundlicherweise von der BASF SE zur Verfügung gestellt. Als Vektor diente das Qiagen-
Plasmid pQE60. Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung bestätigt.
Nach Expression wurden die erstellten Mutanten bezüglich ihrer Bindeaktivität in HBST-
Puﬀer und 50% igem Mundwasser B sowie auf ihr Nukleationsverhalten in artiﬁziellem
Speichel hin bewertet.
3.2.1 BioMin 144 Varianten
BioMin 144 enthält das 12mer CPL12 (QPYHPTIPQSVH), das über Phage Display gegen
Hydroxylapatit-Kristalle identiﬁziert wurde.86 Chung et al. konnten neben der Bindung
dieses Peptides an Hydroxylapatit auch eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation
nachweisen.86 Außer den 12 Aminosäuren von CPL12 wurden durch die Klonierung der
Peptidsequenz in BioMin 93 die vier Aminosäuren MGKK N-terminal von CPL12 einge-
führt.
BioMin 144 wurde als Target für die ersten Mutageneseexperimente gewählt. Für die orts-
gerichtete Mutagenese wurden ausschließlich die Aminosäuren von CPL12 sowie die zu-
sätzlichen Aminosäuren Methionin (M), Glycin (G), Lysin (K), die N-terminal an CPL12
anschließen, in Betracht gezogen. In ersten Versuchen sollte der Einﬂuss positiv geladener
Aminosäuren auf die Nukleation von Hydroxylapatit untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurden das Lysin an Position 47 sowie das Histidin 52 durch Alanin substituiert. Weiter-
hin wurde eine Doppelmutante KK47/48AA und eine Tripelmutante KK47/48/H52AAA
erstellt und durch Sequenzierung bestätigt (Abbildung 3.13).
DewABioMin 144  M G K K Q P Y H P T I P Q S V H  
DewA144_K47A  M G  K Q P Y H P T I P Q S V H  A
DewA144_H52A  M G K K Q P Y  P T I P Q S V H  A
DewA144_KK47/48AA  M G  Q P Y H P T I P Q S V H  A A
DewA144_KK47/48/H52AAA  M G  Q P Y  P T I P Q S V H  A A A
45 60
Abbildung 3.13: Schematischer Aufbau von BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und den
erstellten Alaninmutanten. Die Peptidsequenz von CPL12 sowie die zusätz-
lich eingeführten Aminosäuren MGKK sind zwischen der verkürzten Form
des YaaD (gelb) und dem Hydrophobin DewA (orange) dargestellt. Einge-
führte Alaninmutationen sind rot markiert.
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3.2.1.1 Expression und Renaturierung der BioMin 144-Alaninmutanten
Hydrophobine können aus der Natur nur mit geringen Ausbeuten extrahiert werden.
Durch Fusion von Proteine, die eine hohe Expressionsrate in E. coli aufweisen, an den
N-Terminus des Hydrophobins DewA konnte die BASF SE die rekombinante Expression
solcher Hydrophobinfusionskonstrukte als Inclusion bodies in E. coli etablieren. Als guter
Fusionspartner hatte sich in diesen Untersuchungen die Synthase YaaD aus B. subtilis
sowie die verkürzte Form 40aaYaaD herausgestellt.89
Für die Expression wurde der E. coli Stamm M15 [pREP4] gewählt, der für die Expression
der pQE-Vektoren von Qiagen empfohlen wird.81 Wie die SDS-PAGE Analyse in Abbil-
dung 3.14 zeigt, konnte in E. coli M15 [pREP4] eine ausreichende Expression von BioMin
144 und der Alaninmutanten gewährleistet werden. Bei 21 kDa sind deutliche Banden
erkennbar, welche dem Molekulargewicht der Zielproteine entsprechen (in der Abbildung
3.14 durch den roten Pfeil gekennzeichnet). Für die Mutanten wurde die Expression je-
weils für zwei Klone im 3 mL Maßstab getestet (Bahnen 2-9). Als Positivkontrolle für die
SDS-PAGE dienten Zellen von BioMin 144 exprimiert bei der BASF SE (Bahn 1).
1 M 2 3 4 5 6 7 8 9
15 kDa
25 kDa
10 kDa
Abbildung 3.14: Expressionsübersicht der Alaninmutanten auf Basis von BioMin 144 in E.
coli M15 [pREP4]. SDS-Gel von Proteinproben 3 h nach Induktion mit 1
mM IPTG bei 37 ◦C und 180 rpm. Aufgetragen sind als Positivkontrolle
Zellen von BioMin 144 exprimiert bei der BASF SE (1) sowie die Alaninmu-
tanten K47A-1 (2), K47A-2 (3), H52A-1 (4), H52A-2 (5), KK47/48AA-1 (6),
KK47/48AA-2 (7), KK47/48/H52AAA-1 (8), KK47/48/H52AAA-2 (9), Mo-
lekulargewichtsstandard (M). Durch den roten Pfeil werden die Zielproteine
gekennzeichnet (21 kDa).
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Nachdem eine ausreichende Expression der Mutanten in E. coli M15 [pREP4] nachgewie-
sen werden konnte, wurden diese in 500 mL EC3 als Inclusion bodies exprimiert (siehe
2.12.1). 4 h nach Induktion mit 0,5 mM IPTG wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet und das erhaltene Pellet in TBS-Puﬀer resuspendiert und mittels Homogenisator
aufgeschlossen. Abbildung 3.15a zeigt die SDS-PAGE Analyse der einzelnen Aufarbei-
tungsschritte. Nach Aufschluss der Zellen mittels Homogenisator ist eine deutliche Bande
bei 21 kDa zu erkennen, die dem Zielprotein zuzuordnen ist (Bahn 1). Durch anschlie-
ßende Zentrifugation wurden lösliche Proteine abgetrennt (Bahn 2). Durch Waschen in
TBS-Puﬀer wurden noch vorhandene Proteine der löslichen Fraktion entfernt (Bahn 3).
Das Zielprotein wurde durch Zugabe von 1 M NaOHaq auf eine Endkonzentration von
100 mM für 10 min bei Raumtemperatur renaturiert. Die anschließende Einstellung des
pH-Wertes auf 7,5 erfolgte durch Titration mit 2% iger H3PO4. Ausgefallene Proteine
wurden durch erneute Zentrifugation abgetrennt und das Targetprotein konnte in lösli-
cher Form erhalten werden (Bahn 4). Für die Renaturierung wird an dieser Stelle lediglich
die SDS-PAGE Analyse für den Wildtyp gezeigt, die Aufarbeitung der Mutanten lieferte
ähnliche Ergebnisse.
(a)
M 1 2 3 4
25 kDa
15 kDa
10 kDa
(b)
15 kDa
25 kDa
M H R N H R N
BioMin144 144_KK47/48AA
Abbildung 3.15: (a) Coomassie gefärbtes SDS-Gel (15%) der einzelnen Schritte der Prote-
inaufarbeitung am Beispiel von BioMin 144. Aufgetragen sind das Homoge-
nisat nach Aufschluss (1), die lösliche Fraktion nach Zentrifugation (2), der
Waschschritt mit TBS (3) und Überstand nach Renaturierung mit NaOH
und abschließender Zentrifugation (4).(b) Übersicht über die Reinigung des
Wildtyps BioMin 144 und der Doppelmutante 144_KK47/48AA. SDS-Gel
von Proteinproben nach Zellaufschluss (H), Renaturierung mit NaOH (R)
und nach Ni2+-Aﬃnitätschromatograﬁe (N). Durch den roten Pfeil werden
die Zielproteine gekennzeichnet (21 kDa).
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Während die von der BASF SE gestellte Proteinprobe von BioMin 144 eine deutli-
che Beschleunigung im Nukleationsverlauf in artiﬁziellem Speichel aufwies (siehe Dia-
gramm 3.14b (S. 74)), zeigte die in dieser Arbeit erstellte Proteinprobe keinen Unterschied
im Nukleationsverlauf verglichen mit der Probe ohne Protein. Um eventuell störende Fak-
toren bzw. Substanzen zu entfernen, wurden die hier erstellten Mutanten ebenso wie der
Wildtyp nach Renaturierung über Ni2+-Aﬃnitätschromatograﬁe im Batchverfahren auf-
gereinigt. Abbildung 3.15b zeigt beispielhaft die einzelnen Aufarbeitungsschritte für den
Wildtyp BioMin 144 und die Doppelmutante 144_KK47/48AA. Die Aufreinigung der
übrigen Mutanten lieferte ähnliche Ergebnisse. Dargestellt sind die Proteine nach Zel-
laufschluss (H), nach Renaturierung (R) und nach Ni2+-Aﬃnitätschromatograﬁe (N). Die
SDS-PAGE Analyse zeigt zum einen den zusätzlichen Reinigungseﬀekt durch die IMAC
(immobilisierte Metallionen-Aﬃnitätschromatograﬁe), allerdings auch, dass durch Aufrei-
nigung über die Ni2+-Batchsäule ein Großteil des Proteins verloren geht. Die Ausbeute an
aufgereinigtem Zielprotein konnte weder durch Variation des Bindepuﬀers noch der Imida-
zolkonzentration oder der Inkubationszeit verbessert werden. Die Proteinkonzentrationen
befanden sich nach Aufreingung unter 1 mg/mL.
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3.2.1.2 Untersuchung der Bindeeigenschaften der BioMin 144-Alaninmutanten an
Hydroxylapatit
Die erstellten Mutanten wurden mit 5(6)-Carboxyﬂuorescein markiert und in Bindeversu-
chen eingesetzt (siehe 2.13.1 und 2.13.3). In Diagramm 3.15 sind die Bindungsergebnisse
zusammengefasst. Für die Bindung in HBST-Puﬀer zeigten sich nur minimale Unterschie-
de, die Bindung des Wildtypes BioMin 144 befand sich bei 75 (±3)%, für die Einfach- und
Doppelmutanten im Bereich von 70%. Für die Tripelmutante 144_KK47/48/H52AAA
konnte eine leichte Verschlechterung der Bindung (60 (±1)%) festgestellt werden. Bei Be-
trachtung der Bindung in 50% igem Mundwasser B wiesen bereits die Alaninsubsitutionen
an Position K47 eine leichte Abnahme in der Bindekapazität auf. Während die Binderate
für den Wildtyp bei 37 (±3)% lag, zeigten sowohl die Einzelmutante 144_K47A mit 21
(±2)% als auch die Doppelmutante 144_KK47/48AA mit 17 (±4)% eine Verschlechte-
rung in der Bindung in 50% igem Mundwasser B. Für die Tripelmutante wurde lediglich
14 (±4)% gebundenes Protein detektiert. Die Mutation an Stelle H52 hingegen zeigte mit
30 (±4)% eine geringe Abnahme in Bezug auf die Bindung in Mundwasser B.
Für das Konstrukt BioMin 144 sind demnach für die Bindung in 50% igem Mundwasser
B die positiven Ladungen an den Positionen K47 und K48 von größerer Bedeutung als
die Ladung an der Position H52. In HBST-Puﬀer sind diese Eﬀekte weniger deutlich zu
beobachten.
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Diagramm 3.15: Ergebnisse der Bindungsversuche der erstellten Alaninmutanten und
des BioMin 144 Wildtypes. Bindungsversuche wurden mit 2 µM 5(6)-
Carboxyﬂuorescein-markiertem Protein an 10 mg Hydroxylapatit in HBST-
Puﬀer (weiße Balken) und 50% igem Mundwasser B (graue Balken) durch-
geführt.
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3.2.1.3 Untersuchung der Nukleationseigenschaften der BioMin
144-Alaninvarianten
Nach Aufreinigung über IMAC und anschließender Dialyse in 5 mM Tris-HCl pH 7,5 wur-
den die erstellten Alaninmutanten auf ihr Nukleationsverhalten in artiﬁziellem Speichel
hin bewertet (siehe 2.14.3). Wie Diagramm 3.16 zeigt, wies BioMin 144 (rot) eine deutliche
Beschleunigung in der Abnahme der Ca2+-Konzentration auf verglichen mit der Kontrolle
ohne Protein (Blank, schwarz). Innerhalb von zwei Stunden sank die Konzentration von
1,5 mM auf eine stabile Endkonzentration von 0,3 mM. Einen ähnlichen Nukleationsver-
lauf zeigten die Mutanten 144_K47A und 144_KK47/48AA. Für diese Alaninmutanten
konnte lediglich eine geringe Verzögerung im Nukleationsverlauf detektiert werden. Nach
2 h lag die Konzentration an freien Ca2+-Ionen in der Lösung noch bei 0,5 mM, nach
einer weiteren Stunde wurde die Endkonzentration von 0,3 mM erreicht. Die Mutante
144_H52A hingegen zeigte eine deutliche Verzögerung in der Abnahme der Ca2+-Ionen
aus der Lösung verglichen mit dem Wildtyp BioMin 144. Nach 2 h lag die c(Ca2+) noch
bei 0,8 mM. Durch Substitution aller drei Aminosäuren durch Alanin (Tripelmutante
144_KK47/48/H52AAA) wurde dieser Eﬀekt noch weiter verstärkt. Im Gegensatz zu
den Bindungsversuchen (3.2.1.2) zeigte die Mutation an Position H52 in den Nukleati-
onsversuchen in artiﬁziellem Speichel eine deutliche Verschlechterung im Vergleich zum
Wildtypkonstrukt BioMin 144. Die positiven Ladungen an den Positionen K47 und K48
sind von geringer Bedeutung für die Nukleation in artiﬁziellem Speichel.
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0,0
0,5
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Zeit [h]
 Blank
 BioMin 144
 144_K47A
 144_H52A
 144_KK46/47AA
 144_KK46/47/H52AAA
Diagramm 3.16: Abnahme der Ca2+-Konzentration in artiﬁziellem Speichel in Anwesenheit
der BioMin 144-Alaninmutanten, des Wildtypes BioMin 144 (rot) und ohne
Protein (schwarz).
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3.2.2 BioMin 145 Varianten
3.2.2.1 Alanin- und Deletionsmutanten
Als weiterer Ausgangspunkt für die Untersuchung durch ortsgerichtete Mutagenese wur-
de das Konstrukt BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA) gewählt. BioMin 145, besitzt wie
in Abbildung 3.12 (S. 73) gezeigt, dasselbe Grundgerüst wie BioMin 144. Es enthält am
N-Terminus eine verkürzte Form der Synthase YaaD (40aaYaaD) und am C-Terminus
das Hydrophobin DewA. Zwischen diesen Proteinen beﬁndet sich die Peptidsequenz von
P11-4, QQRFEWEFEQQ, ein von Kirkham et al. rational entworfenes Peptid.76 Dieses
Peptid ist aufgrund seiner Aminosäuresequenz in der Lage, sich durch pH-Änderung oder
Änderungen in der Salzkonzentration zu antiparallelen β-Faltblättern zusammenzulagern.
Dies wird durch Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten im Peptid ermöglicht. Die
Hydrogelbildung wird zum einen durch hydrophobe Wechselwirkungen der Glutaminreste
(Q) an N- und C-Terminus des Peptides, zum anderen durch π-π-Stapelkräfte zwischen
den aromatischen Aminosäuren Phenylalanin (F) und Tryptophan (W) erreicht. Durch
elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem Arginin an Position 3 und dem Glutamat
an Position 9 wird die antiparallele Ausrichtung der Peptide zueinander gewährleistet.75
Durch das Glutamat an Position 7 erhalten die geformten Nanotapes eine negativ gelade-
ne Oberﬂäche, die als Templat für die Nukleation von Hydroxylapatit dient.76
Für die ortsgerichtete Mutagenese wurden ausschließlich die eingeführten Aminosäuren
von P11-4 in Betracht gezogen. Um die Bedeutung der einzelnen Aminosäuren auf das
Nukleationsverhalten zu ermitteln wurde zunächst ein Alaninscan durchgeführt. Hierfür
wurden die Aminosäuren schrittweise durch Alanin substituiert. Es wurden acht Einfach-
mutanten, drei Doppel- und zwei Tripelmutanten erstellt (Abbildung 3.16a). Ab einer
Konzentration von 15 mg/mL bildet P11-4 Hydrogele aus. Wie Diagramm 3.14b (S. 74)
zeigt, besitzt das Peptid alleine (BioMin 140), in der Konzentration, die in dieser Arbeit für
die Nukleationsexperimente verwendet wurde (25 µM), keinen Einﬂuss auf die Nukleation.
Ein möglicher Grund hierfür ist, dass bei dieser Konzentration (25 µM ≡ 0,04 mg/mL)
die Zusammenlagerung der einzelnen Peptide zu einem makroskopischen Gebilde, welches
als Templat für die Nukleation dienen könnte, nicht gewährleistet ist. In BioMin 145 wird
die Stabilisierung des Peptids oﬀenbar durch den Fusionspartner DewA gewährleistet. In
einem nächsten Schritt sollte daher der für die Nukleation essentielle Bereich innerhalb
P11-4 identiﬁziert werden. Hierfür wurden ausgehend von der Peptidsequenz von P11-4
schrittweise sowohl N-terminal als auch C-terminal Aminosäuren deletiert (Abbildung
3.16b). Auf diese Weise wurden zwölf Deletionsmutanten erstellt. Die Deletionsvarian-
te 145-∆2 (40aaYaaD-QRFEWEFEQQF-DewA) enthält die Sequenz des abgewandelten
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P11-4, das als CurodontTM vertrieben wird. Verglichen mit P11-4 wurde in diesem Peptid
ein N-terminales Glutamin deletiert, C-terminal ein zusätzliches Phenylalanin eingeführt.
(a)
 Q Q R F E W E F E Q Q DewABioMin145
49
  Q R F E W E F E Q Q A DewA145_Q49A
 Q Q  F E W E F E Q Q A DewA145_R51A
 Q Q R  E W E F E Q Q A DewA145_F52A
 Q Q R  F  W E F E Q Q A DewA145_E53A
 Q Q R F E  E F E Q Q A DewA145_W54A
 Q Q R F E W  F E Q Q A DewA145_E55A
 Q Q R F E W E  E Q Q A DewA145_F56A
 Q Q R F E W E F  Q Q A DewA145_E57A
  R F E W E F E Q Q A A DewA145_Q49/50AA
 Q Q R  E  E F E Q Q A A DewA145_F52/W54AA
 Q Q R  E  E  E Q Q A A A DewA145_F52/W54/F56AAA
 Q Q R F  W  F E Q Q A A DewA145_EE53/55AA
 Q Q R F  W  F  Q Q A A A DewA145_EEE53/55/57AAA
59
(b)
145_D1   Q R F E W E F E Q Q DewA
145_D2   Q R F E W E F E Q Q F DewA
145_D3   R F E W E F E Q Q F DewA
145_D4    F E W E F E Q Q F DewA
145_D5   R F E W E F E Q Q DewA
145_D6   F E W E F E Q Q DewA
145_D7   R F E W E F E  DewA
145_D8   F E W E F E  DewA
145_D9   F E W E F  DewA
145_D10   F E W E  DewA
145_D11  F E W  DewA
  F E  DewA145_D12
Abbildung 3.16: Schematische Darstellung der erstellten Alaninmutanten (a) und Deletions-
mutanten (b) auf Basis von BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA). Die Pep-
tidsequenz von P11-4 sowie die verkürzten Sequenzen sind zwischen der ver-
kürzten Form des YaaD (gelb) und dem Hydrophobin DewA (orange) dar-
gestellt. Alaninsubstitutionen sind rot markiert.
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3.2.2.1.1 Expression und Renaturierung der BioMin 145-Alanin- und Deleti-
onsmutanten
Wie für die BioMin144-Mutanten wurde für die Expression der Mutanten von BioMin 145
E. coli M15 [pREP4] gewählt. Nach Überprüfung einer erfolgreichen Expression im 3 mL-
Maßstab, wurde die Expression wie unter 2.12.1 in 500 mL EC3 Medium durchgeführt.
Die so gezüchteten Zellen wurden mit dem Homogenisator aufgeschlossen und gemäß dem
NaOH-Protokoll renaturiert (siehe 2.12.2). Wie bereits bei der Expression von BioMin 144
zeigte BioMin 145 ebenfalls einen veränderten Nukleationsverlauf im Vergleich zur BASF-
Proteinprobe. In verschiedenen Versuchen konnte noch vorhandene DNA als Störfaktor
identiﬁziert werden. Da die Aufreinigung über Ni2+-Aﬃnitätschromatograﬁe zu einem ho-
hen Verlust in der Proteinausbeute geführt hatte, wurde für die Aufarbeitung dieser und
aller folgenden BioMin145-Varianten ein DNAse I-Verdau gewählt, um vorhandene DNA
zu entfernen. Hierfür wurden die Proteinproben nach Renaturierung und Dialyse in 5 mM
Tris-HCl pH 7,5 mit DNAse I sowie 4 mM MgCl2 versetzt und 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschließend folgte eine erneute Dialyse in 5 mM Tris-HCl pH 7,5. Alle Mutan-
ten konnten erfolgreich exprimiert werden, die Proteinkonzentrationen lagen im Bereich
zwischen 2 - 4 mg/mL (Abbildung 3.17 und 3.18).
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Abbildung 3.17: Coomassie gefärbtes SDS-Gel (15%) der erstellten Alaninmutanten auf Ba-
sis von BioMin 145. Aufgetragen sind die Proteinproben nach Renaturierung
und anschließendem DNAse I-Verdau. Durch den roten Pfeil werden die Ziel-
proteine gekennzeichnet (21 kDa).
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Abbildung 3.18: Coomassie gefärbtes SDS-Gel (15%) der erstellten Deletionsmutanten auf
Basis von BioMin 145. Aufgetragen sind die Proteinproben nach Renaturie-
rung und anschließendem DNAse I-Verdau. Durch den roten Pfeil werden die
Zielproteine gekennzeichnet (21 kDa).
3.2.2.1.2 Untersuchung der Bindeeigenschaften der BioMin 145-Alanin- und
Deletionsmutanten an Hydroxylapatit
Um den Einﬂuss der Alaninsubstitutionen sowie der Deletionen zu untersuchen, wurden
die erstellten Mutanten auf ihr Bindeverhalten in HBST-Puﬀer und 50% igem Mundwas-
ser B hin bewertet. Nach Fluoreszenzmarkierung wurden die Mutanten wie unter 2.13.3
an 10 mg Hydroxylapatit für 2 h, 37 ◦C gebunden und der Anteil an gebundenem Protein
über Messung der Fluorezenzintensitäten bestimmt.
Die Bindungsergebnisse sind in Diagramm 3.17 zusammengefasst. In HBST-Puﬀer zeigten
einfache Alaninsubstiutionen nur einen geringen Einﬂuss auf die Bindungskapazität des
Konstruktes. Für die Bindung des Wildtyps BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA) konnte
ein Anteil von 71 (±6)% gebundenem Protein detektiert werden. Die Bindung der Einzel-
mutanten befand sich in einem vergleichbaren Bereich. Lediglich die Alaninsubstitution
an der Position E53 resultierte in einer leicht erniedrigten Bindung. Für die Mutante
145_E53A wurde eine Bindung von 61 (±6)% nachgewiesen. Ähnliche Ergebnisse wur-
den auch für die Bindung der Einfachmutanten in 50% igem Mundwasser B erhalten. Die
Bindung des Wildtypkonstruktes BioMin 145 befand sich bei 30 (±2)%, für die Einfach-
mutanten wurden Binderaten im Bereich von 28 - 32 % gebundenem Protein detektiert.
Wie bereits in HBST-Puﬀer zeigte auch hier die Mutante 145_E53A mit 24 (±3) % eine
Verschlechterung in der Bindekapazität, verglichen mit dem Wildtyp. Die Doppelsubsti-
tution an den Positionen QQ49/50 zeigte keinen Einﬂuss auf die Bindung. Die Binderaten
befanden sich bei 74 (±7)% in HBST-Puﬀer bzw. bei 31 (±3)% in 50% igem Mundwasser
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B. Bei Betrachtung der Alaninsubstitutionen an den Positionen der aromatischen Amino-
säuren Phenylalanin (F52, F56) und Tryptophan (W54) zeigte sowohl die Doppelmutante
145_F52/W54AA als auch die Tripelmutante 145_F52/W54/F56AAA in HBST-Puﬀer
nur eine minimale Verschlechterung in der Bindefähigkeit (66 (±5)% (145_F52/W54AA)
bzw. 67 (±5)% (145_F52/W54/F56AAA)). In den Bindeversuchen in 50 % igem Mund-
wasser B wurde vor allem für die Tripelmutante 145_F52/W54/F56AAA eine Verschlech-
terung in den Bindeeigenschaften (21 (±1)%) nachgewiesen. In Hinblick auf die negativ ge-
ladenen Glutamatreste führte bereits die Doppelsubstitution an den Positionen EE53/55
zu einer geringeren Bindung mit 61 (±7)% in HBST-Puﬀer, die Bindekapazität der Tripel-
mutante befand sich mit 62 (±6)% im selben Bereich. Deutlicher werden die Unterschiede
bei Betrachtung der Bindung in der Mundwasserformulierung. Hier konnte für die Mu-
tante 145_EE53/55AA noch 22 (±2)% an gebundenem Protein detektiert werden, für die
Tripelmutante lediglich 16 (±6)%.
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Diagramm 3.17: Ergebnisse der Bindungsversuche der erstellten Alaninmutanten auf Basis
von BioMin 145 (40YaaD-P11-DewA) an 10 mg Hydroxylapatit in HBST
(weiß) und 50% igem Mundwasser B (grau).
Für die Deletionsmutanten wurden ähnliche Ergebnisse erzielt (Diagramm 3.18). Sowohl
die Glutaminreste an den Positionen 49, 50, 58 und 59 (145_∆1, ∆5, ∆7), als auch das
Arginin an der Position 51 (145_∆6, ∆8) konnten deletiert werden ohne die Bindungsfä-
higkeit des Konstruktes in HBST-Puﬀer und der Mundwasserformulierung zu beeinﬂussen.
Mit 65 - 72% in HBST-Puﬀer und 28 - 30% in der Mundwasserformulierung B befand
85
3 Ergebnisse
sich die Bindung dieser Mutanten im Bereich des Wildtyps (BioMin 145). Auch die C-
terminale Einführung eines zusätzlichen Phenylalanins in 145_∆2 (sowie 145_∆3 und
∆4) zeigte keinen Eﬀekt auf die Bindung. Für diese Mutanten konnten 67 - 72% bzw.
27 - 31% an gebundenem Protein detektiert werden. Die Deletion des negativ geladenen
Glutamatrestes in 145_∆9 (40aaYaaD-FEWEF-DewA) resultierte jedoch in einer leich-
ten Verringerung der Bindekapazität. In HBST-Puﬀer wurde ein Anteil an gebundenem
Protein von 65(±4)% und 26 (±3)% in Mundwasser B detektiert. Durch weitere Deletion
der C-terminalen Aminosäuren Phenylalanin und des zweiten Glutamatrestes in 145_∆11
(40aaYaaD-FEW-DewA) wurde die Bindefähigkeit weiter erniedrigt. Die Bindungsergeb-
nisse von 145_∆11 befanden sich bei 57 (±6)% in HBST-Puﬀer und bei 22 (±4)% in 50%
igem Mundwasser B.
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Diagramm 3.18: Ergebnisse der Bindungsversuche der erstellten Deletionsmutanten auf Basis
von BioMin 145 (40YaaD-P11-DewA) an 10 mg Hydroxylapatit in HBST
(weiß) und 50% igem Mundwasser B (grau).
Die Analyse der Bindefähigkeit der verschiedenen Alaninvarianten sowie der Deletions-
mutanten auf Basis von BioMin 145 (40YaaD-P11-4-DewA) hat gezeigt, dass vor allem
die negativ geladenen Glutamatreste an den Positionen E53, E55 und E57 einen großen
Einﬂuss auf die Bindekapazität des Konstruktes besitzen. Substitutionen durch Alanin an
mehr als einer dieser Stellen oder auch die Deletion einer dieser Aminosäuren resultierte
in einer Verschlechterung der Bindefähigkeit.
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3.2.2.1.3 Untersuchung der Nukleationseigenschaften der BioMin 145-Alanin-
und Deletionsmutanten
Die erstellten BioMin 145-Alanin- und Deletionsmutanten wurden neben ihrer Bindefä-
higkeit auch auf ihr Nukleationsverhalten in artiﬁziellem Speichel untersucht.
Bezüglich der Nukleationsaktivität konnte für die erstellten Einfachmutanten im Alan-
inscan kein signiﬁkanter Unterschied im Vergleich zum Wildtyp (BioMin 145) festge-
stellt werden. Ebenso zeigte die Mutante 145_QQ49/50AA ein vergleichbare Nukleation
wie der Wildtyp. Bei Substitution aller drei aromatischen Aminosäuren durch Alanin in
der Mutante 145_F52/W54/F56AAA konnte eine leichte Verzögerung detektiert werden.
Während in Proben mit dem Wildtyp BioMin 145 die Präzipitation bereits nach zwei
Stunden beendet war, erreichte diese Mutante dieses stabile Niveau erst nach drei Stun-
den (Diagramm 3.19a). Einen deutlichen Einﬂuss auf die Nukleationsaktivität konnte für
die Substitution von Glutamat durch Alanin verzeichnet werden. Wie Diagramm 3.19b
zeigt, besitzt die Doppelmutante 145_EE53/55AA bereits eine verminderte Nukleations-
aktivität. Ähnlich wie die Mutante 145_F52/W54/F56AAA wurde in Anwesenheit der
Mutante 145_EE53/55AA das stabile Endniveau von 0,3 mM Ca2+ erst nach drei Stun-
den erreicht. Noch deutlicher wird dieser Eﬀekt bei Substitution aller drei Glutamatreste.
Für die Mutante 145_EEE53/55/57AAA konnte eine deutliche Verzögerung der Nuklea-
tion, im Vergleich zum Wildtyp (BioMin 145), festgestellt werden, die Nukleation verlief
ähnlich wie die Kontrolle ohne Protein.
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Diagramm 3.19: Abnahme der Ca2+-Konzentration in artiﬁziellem Speichel in Anwesenheit
der Alaninmutanten ausgehend von BioMin 145. Dargestellt ist der Einﬂuss
der Doppel- und Tripelmutanten für die Glutaminreste und aromatischen
Aminosäuren in (a) und der Doppel- bzw. Tripelmutante für die Glutama-
treste (b). In schwarz dargestellt ist die Kontrolle ohne Protein, rot der
Nukleationsverlauf für den Wildtyp BioMin 145.
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Die Deletionsmutante 145_∆2, die das in Curodont aktive Peptid QRFEWEFEQQF ent-
hält, zeigte dasselbe Nukleationsverhalten wie der Wildtyp (BioMin 145). Durch Deletion
der N-terminalen Aminosäuren Q und R in 145_∆3 bzw. 145_∆4 wurde die Nukleati-
onsfähigkeit ebenfalls nicht beeinträchtigt (Diagramm 3.20a). Entsprechendes gilt für die
Deletionsmutanten 145_∆5 bzw. 145_∆6, die C-terminal kein zusätzliches Phenylalanin
enthalten. Auch die Deletion der C-terminalen Glutaminreste in 145_∆7 bzw. 145_∆8
zeigte keine Verschlechterung des Nukleationsverhaltens (Diagramm 3.20b).
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Diagramm 3.20: Abnahme der Ca2+-Konzentration in artiﬁziellem Speichel in Anwesenheit
der Deletionsmutanten 145_∆1 - ∆4 (a) und 145_∆5 - ∆8 (b) ausgehend
von BioMin 145. In schwarz dargestellt ist die Kontrolle ohne Protein, rot
der Nukleationsverlauf für den Wildtyp BioMin 145.
Die Deletion des C-terminalen Glutamatrestes in 145_∆9 (40aaYaaD-FEWEF-DewA)
führte hingegen zu einer detektierbaren Verschlechterung in den Nukleationseigenschaf-
ten. Die Deletion eines weiteren Glutamatrestes in 145_∆11 (40aaYaaD-FEW-DewA)
resultierte im fast vollständigen Verlust der Nukleationsaktivität. Die Nukleation verlief
in Anwesenheit von 145_∆11 ähnlich wie die Kontrolle ohne Protein (Blank). Nach 2 h
befand sich die Ca2+-Konzentration noch bei 0,84 mM, wohingegen in Anwesenheit des
Wildtyps BioMin 145 eine Konzentration von 0,38 mM in der Nukleationlösung detek-
tiert werden konnte. Die Deletion der aromatischen Aminosäuren Phenylalanin (F) in
145_∆10 (40aaYaaD-FEWE-DewA) und Tryptophan (W) in 145_∆12 (40aaYaaD-FE-
DewA) führten zu keiner weiteren Verschlechterung. (Diagramm 3.21).
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Diagramm 3.21: Abnahme der Ca2+-Konzentration in artiﬁziellem Speichel in Anwesenheit
der Deletionsmutanten 145_∆9-12 ausgehend von BioMin 145. In schwarz
dargestellt ist die Kontrolle ohne Protein, rot der Nukleationsverlauf für den
Wildtyp BioMin 145.
Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass die Aminosäuresequenz von P11-4
innerhalb des Konstruktes BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA) auf die sechs Aminosäu-
ren F E W E F E in 145_∆8 reduziert werden kann, ohne die Nukleationsaktivität des
Konstruktes zu beeinﬂussen (Diagramm 3.20b). Durch weitere Deletion der Glutamatres-
te in 145_∆9 und 145_∆11 hingegen geht die Nukleationsfähigkeit schrittweise verloren
(Diagramm 3.21). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Alaninmutationen. Hier zeig-
ten die Substitutionen an den Positionen E53, E55 und E57 durch Alanin die deutlichsten
Eﬀekte bezüglich der Nukleationsaktivität (Diagramm 3.19b).
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3.2.2.2 Fokussierte Bibliothek
Im vorherigen Abschnitt war das Hauptaugenmerk auf die Bedeutung der in P11-4 ent-
haltenen Aminosäuren gelegt. Durch Untersuchung der Deletionsvarianten konnte für die
Deletionsmutante 145_∆8, die von den ursprünglich elf Aminosäuren noch sechs (FEWE-
FE) enthält, eine wildtyp-ähnliche Nukleationsaktivität nachgewiesen werden. Im nächs-
ten Schritt wurde nun versucht, die Nukleationsaktivität weiter zu steigern. Hierfür wurde
auf Basis der verkürzten Sequenz FEWEFE in 145_∆8 eine fokussierte Bibliothek erstellt
(Abbildung 3.19). Dabei wurden zum einen die negativ geladenen Glutamatreste an den
Positionen 50, 52 und 54 durch das ungeladene Homolog Glutamin (Q) erstetzt. Zum an-
deren wurden diese durch das ebenfalls negativ geladene, jedoch eine kürzere Seitenkette
besitzende Aspartat substituiert. Ausgehend von der Substitution E50D wurde weiterhin
eine Doppelmutante (EE50/52DD) und eine Tripelmutante (EEE50/52/54DDD) erstellt.
Die aromatischen Aminosäuren Phenylalanin (F) an den Positionen 49, 53 sowie das Tryp-
tophan an Position 51 wurden durch Histidin (H) substituiert, um eine postiv geladene
Aminosäure einzuführen. Außerdem wurde an diesen Positionen ein Tyrosin eingeführt,
um den Einﬂuss einer hydroxylierten Aminosäure zu untersuchen. Um mögliche Unter-
schiede von Aminosäuren mit aromatischen und nicht-aromatischen Seitenketten auf die
Nukleation von Hydroxylapatit zu ermitteln, wurden an den Positionen 49, 51 und 53
außerdem die Aminosäuren Arginin (R, postiv geladen), Serin (S, hydroxyliert) und Valin
(V, ungeladen) eingeführt.
BioMin D8145_   F E W E F E  DewA
F49X    E W E F E  X DewA
W51X   F E  E F E  X DewA
F53X   F E W E  E  X DewA
E50Z   F  W E F E  Z DewA
E52Z   F E W  F E  Z DewA
E54Z   F E W E F   Z DewA
EE50/52DD   F  W  F E  D D DewA
EEE50/52/54DDD   F  W  F   D D D DewA
49 54
Abbildung 3.19: Schematische Darstellung der erstellten fokussierten Bibliothek auf Basis der
verkürzten Mutante 145_∆8. Substitutionen der aromatischen Aminosäuren
F49, W51 und F53 sind grün gekennzeichnet, dabei ist X = R, H, S, Y, V.
Substitutionen an den Glutamatresten E50, E52 und E54 sind pink gekenn-
zeichnet, dabei ist Z = Q, D. Außerdem wurden eine Doppel- (EE50/52DD)
und eine Tripelmutante (EEE50/52/54DDD) erstellt.
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3.2.2.2.1 Expression und Renaturierung der fokussierten Bibliothek
Die gewünschten Mutationen wurden über die QuikChange Methode eingeführt und konn-
ten durch Sequenzierung bestätigt werden. Lediglich die Mutante E54Q konnte nicht ge-
neriert werden. Die insgesamt 22 Mutanten der fokussierten Bibliothek wurden in 100 mL
EC3 Medium exprimiert. 4 h nach Induktion mit 0,5 mM IPTG wurden die Zellen geerntet
und mittels Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Nach Renaturierung mit NaOH wur-
de vorhandene DNA durch DNAse I verdaut (siehe 2.12.2). Die Proteinkonzentrationen
befanden sich nach Aufarbeitung im Bereich von 1,5 - 3 mg/mL (Abbildung 3.20).
(a)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
10 kDa
15 kDa
25 kDa
(b)
M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
10 kDa
15 kDa
25 kDa
Abbildung 3.20: Expressionsübersicht der fokussierten Bibliothek auf Basis der Deletions-
mutante 145_∆8. Dargestellt sind die Proteine nach Renaturierung; in
(a) BioMin 145 (1), E50D (2), E52D (3), E54D (4), EE50/52DD (5),
EEE50/52/54DDD (6), F49Y (7), W51Y (8), F53Y (9), F49S (10), W51S
(11), F53S (12); in (b) E50Q (13), E52Q (14), F49H (15), W51H (16), F53H
(17), F49R (18), W51R (19), F53R (20), F49V (21), W51V (22), F53V (23).
Durch den roten Pfeil werden die Zielproteine gekennzeichnet (21 kDa).
3.2.2.2.2 Untersuchung der Bindeeigenschaften der fokussierten Bibliothek
Ziel der fokussierten Bibliothek war die Steigerung der Nukleationsaktivität des Kon-
struktes. Dennoch wurden ausgewählte Mutanten, nach Expression und Fluoreszenzmar-
kierung, auf ihre Bindeverhalten an Hydroxylapatit hin bewertet. Es wurde stellvertretend
für die einzuführenden Aminosäuren jeweils nur die Substitution an Position F49 bzw.
E50 sowie die Doppelmutante EE50/52DD und die Tripelmutante EEE50/52/54DDD un-
tersucht (Diagramm 3.22). Bei Betrachtung der Bindungsergebnisse ist auﬀallend, dass
die Einführung der funktionellen Gruppen durch eine Aminosäure mit einer aromatischen
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Seitenkette (Y/H) jeweils zu einer leicht verminderten Bindefähigkeit führte verglichen
mit der Einführung der entsprechenden nicht-aromatischen Aminosäure (R/S). So be-
fand sich die Bindung für die Mutanten F49Y bzw. F49H bei 64 (±6)% bzw. 66 (±6)% in
HBST-Puﬀer, für die entsprechenden Mutanten F49S bzw. F49R konnte eine Bindung von
71 (±6)% bzw. 72 (±4)% detektiert werden. Ähnliches konnte bei den Bindeversuchen in
der Mundwasserformulierung B beobachtet werden. Während die Bindung der Mutante
F49H bei 29 (±4)% lag, konnte für die Mutante F49R eine leicht erhöhte Bindefähigkeit
von 34 (±2)% detektiert werden. Die Substitution durch Valin an der Position 49 hatte
keinen Einﬂuss auf die Bindefähigkeit.
Die Substitution des Glutamatrestes an der Position E50 durch das ungeladene Glutamin
bewirkte eine signiﬁkante Verminderung der Bindefähigkeit. In HBST-Puﬀer konnten 55
(±3)%, in der Mundwasserformulierung lediglich 26 (±4)% detektiert werden. Im Gegen-
satz zur Substitution durch das ungeladene Glutamin, führte die einfache Substitution
durch das negativ geladene, jedoch etwas kleinere Aspartat zu keiner Veränderung in der
Bindfähigkeit in HBST-Puﬀer (71 (±6)%). In der Mundwasserformulierung wurde für
die Mutante E50D eine minimale Verbesserung der Bindefähigkeit von 30 (±2)% auf 33
(±2)% beobachtet. Der simultane Austausch von Glutamat durch Aspartat an den Posi-
tionen E50 und E52 bewirkte eine leichte Steigerung der Bindekapazität. Für die Mutante
EE50/52DD konnten in HBST-Puﬀer eine Bindung 74 (±4)%, in der Mundwasserformu-
lierung 34 (±2)% gezeigt werden. Durch zusätzlichen Austausch des Glutamatrestes an
der Position E54 durch Aspartat in der Dreifachmutante EEE50/52/54DDD konnte die
Bindung auf 76 (±4)% bzw. 41 (±4)% in HBST-Puﬀer bzw. 50% igem Mundwasser B
gesteigert werden.
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Diagramm 3.22: Bindungsübersicht der fokussierten Bibliothek an 10 mg Hydroxylapatit in
HBST (weiß) und 50% igem Mundwasser B (grau). Es wurde jeweils nur ein
Vertreter pro eingeführter Aminosäure auf sein Bindeverhalten hin unter-
sucht. 92
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3.2.2.2.3 Untersuchung der Nukleationseigenschaften der fokussierten Biblio-
thek
Durch die erstellten Mutanten der fokussierten Bibliothek sollte vor allem der Einﬂuss der
unterschiedlichen Aminosäuren und der damit eingeführten Funktionalitäten auf das Nu-
kleationsverhalten untersucht werden. Die Substitution der negativ geladenen Glutama-
treste durch das ungeladenen Homolog Glutamin resultierte in einer deutlichen Verzö-
gerung im Nukleationsverlauf. Dies ist in Abbildung 3.23a beispielhaft für die Mutante
E50Q dargestellt. Der Austausch der einzelnen Glutamatreste E50, E52 und E54 durch das
ebenfalls negativ geladene Aspartat (D) führte bereits zu einer leichten Beschleunigung
der Nukleation verglichen mit dem Wildtypkonstrukt BioMin 145 (in Abbildung 3.23a
durch die Mutante E50D dargestellt). Deutlicher zu erkennen ist dies bei Betrachtung der
Doppelmutante (EE50/52DD) bzw. der Tripelmutante (EEE50/52/54DDD) (Diagramm
3.23b). Die Doppelmutante EE50/52DD wies bereits eine beschleunigte Nukleation auf,
dieser Eﬀekt konnte durch Substitution des dritten Glutamatrestes mit Aspartat an der
Position E54 weiter verstärkt werden.
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Diagramm 3.23: Abnahme in der Calciumkonzentration in artiﬁziellem Speichel in Gegenwart
der Mutanten der fokussierten Bibliothek. Dargestellt sind Mutanten mit ein-
facher Substitution an Position E50 (a) und die Doppelmutante EE50/52DD
bzw. Tripelmutante EEE50/52/54DDD (b) jeweils im Vergleich zur Kontrolle
ohne Protein (Blank).
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In Hinblick auf die aromatischen Aminosäuren F49, W51 und F53 führte die Substitution
durch das nicht-aromatische, ungeladene Valin (V) zu keiner Veränderung im Nukleati-
onsverhalten. Die Einführung der hydroxylierten Aminosäuren Tyrosin (Y) und Serin (S)
resultierte für das aromatische Tyrosin in einer Verzögerung der Nukleation. Im Gegen-
satz dazu führten die Substitutionen durch Serin an den Stellen F49, W51 bzw. F53 in
allen drei Fällen zu einer Beschleunigung im Nukleationsverlauf (Diagramm 3.24b).
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Diagramm 3.24: Abnahme der Calciumkonzentration in artiﬁziellem Speichel in Gegenwart
der Mutanten der fokussierten Bibliothek. Dargestellt sind Mutanten mit
Substitution an den Position F49, W51, F53 durch die hydroxylierten Ami-
nosäuren Tyrosin (a) und Serin (b) jeweils im Vergleich zur Kontrolle ohne
Protein (Blank).
Die Einführung von Histidin an den Positionen F49, W51 und F53 führte zu einer leich-
ten Verzögerung im Nukleationsverlauf (Diagramm 3.25a). Die Substitution durch das
ebenfalls positiv geladene Arginin resultierte in einer leichten Beschleunigung in der Nu-
kleation (Diagramm 3.25b). Dies lässt den Schluss zu, dass in dem Konstrukt 145_∆8
nicht-aromatische Aminosäuren (R, S) einen beschleunigendere Wirkung auf die Nuklea-
tion besitzen als Aminosäuren, die einen Aromaten (H, Y) in der Seitenkette aufweisen.
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Diagramm 3.25: Abnahme der Calciumkonzentration in artiﬁziellem Speichel in Gegenwart
der Mutanten der fokussierten Bibliothek. Dargestellt sind Mutanten mit
Substitutionen an den Position F49, W51, F53 durch die positiv geladenen
Aminosäuren Histidin (a) und Arginin (b) jeweils im Vergleich zur Kontrolle
ohne Protein (Blank).
Durch Untersuchung der fokussierten Bibliothek konnten weitere Erkenntnisse über den
Einﬂuss verschiedener Aminosäuren auf die Nukleation erlangt werden. So konnte durch
die Bewertung der Mutanten E50Q und E52Q nochmals gezeigt werden, dass eine nega-
tive Ladung an diesen Stellen von großer Bedeutung für die Nukleation in artiﬁziellem
Speichel ist. Wird diese Ladung durch Aspartat ausgetauscht, zeigte sich eine Beschleuni-
gung der Nukleation verglichen mit Glutamat. Ebenfalls resultierte die Einführung einer
hydroxylierten sowie einer positiv geladenen Aminosäure an den Positionen 49, 51 und
53 in einer verstärkten Nukleation. Dieser Eﬀekt wird jedoch nur bei Einführung nicht-
aromatischer Aminosäuren beobachtet. Dabei konnte allerdings kein Unterschied zwischen
den verschiedenen Positionen festgestellt werden.
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3.2.2.3 Kombinationsvarianten
Auf Basis dieser Erkenntnisse, dass sich nicht-aromatische, geladene oder hydroxylierte
Aminosäuren positiv auf die Nukleation auswirken, wurden weitere Mutanten erstellt.
Mutationen, die bei Untersuchung der fokussierten Bibliothek einen beschleunigenden
Eﬀekt auf die Nukleation gezeigt hatten, wurden in einem weiteren Schritt kombiniert.
Hierfür wurden in die Mutante EEE50/52/54DDD (hier und im folgenden als BioMin
145_MME bezeichnet) an Stelle der aromatischen Aminosäuren F49, W51 und F53 zum
einen Serinreste eingeführt und in einer zweiten Mutante durch Arginin ersetzt. Eine
Kombination aus Serin und Arginin wurde ebenfalls erstellt (Abbildung 3.21).
BioMin145_MME   F D W D F D  DewA
BioMin145_MME_SSS   S D S D S D  DewA
BioMin145_MME_RRR   R D  D R D  R DewA
BioMin145_MME_SRS   S D R D  D  S DewA
49 54
Abbildung 3.21: Schematische Darstellung der erstellten Kombinationsmutanten auf Basis
von BioMin 145_MME (40aaYaaD-FDWDFD-DewA).
3.2.2.3.1 Expression und Renaturierung der Kombinationsmutanten
Die Expression der drei Kombinationsmutanten erfolgte in 100 mL EC3 Medium. 4 h
nach Induktion mit 0,5 mM IPTG bei 37 ◦C wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet. Das erhaltenen Zellpellet wurde durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen und
die Zielproteine gemäß 2.12.2 renaturiert. Abbildung 3.22 zeigt die SDS-PAGE Analyse
der einzelnen Aufarbeitungsschritte für die Kombinationsmutanten. Nach Renaturierung
und DNAse I-Verdau konnten die Zielproteine in löslicher Form erhalten werden (Bahn
4). Die Proteinkonzentrationen befanden sich im Bereich von 2,0 - 3,0 mg/mL (Abbildung
3.22).
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M 1 2 3 4 21 3 4 1 2 3 4
15 kDa
25 kDa
BioMin 145
MME_SSS
BioMin 145
MME_RRR
BioMin 145
MME_SRS
Abbildung 3.22: Coomassie gefärbtes SDS-Gel (15%) der Aufarbeitungsschritte der Kombina-
tionsmutanten. Aufgetragen sind für die Variante BioMin 145_MME_SSS,
BioMin 145_MME_RRR und BioMin 145_MME_SRS das Homogenisat
(1), die lösliche Fraktion (2), der Waschschritt in TBS-Puﬀer (3) und das
Protein nach Renaturierung (4). Durch den roten Pfeil werden die Zielpro-
teine gekennzeichnet (21 kDa).
3.2.2.3.2 Untersuchung der Bindeeigenschaften der Kombinationsvarianten
Die Untersuchung der Kombinationsmutanten bezüglich ihrer Bindeeigenschaften an Hy-
droxylapatit zeigte eine weitere Verbesserung für die Mutanten BioMin 145_MME_SRS
und BioMin 145_MME_RRR gegenüber der Mutante BioMin 145_MME. In beiden
Fällen konnte die Bindung in HBST-Puﬀer von 76 (±4%) auf ca. 82% gesteigert wer-
den. In Hinblick auf die Bindung in Mundwasser B wies lediglich die Mutante Bio-
Min 145_MME_RRR eine weitere Verbesserung auf. Während für die Mutante BioMin
145_MME eine Bindung von 41 (±3)% detekiert wurde, lag der Wert für die Kom-
binationsmutante BioMin 145_MME_RRR bei 45 (±3)%. Für die Mutante BioMin
145_MME_SRS wurde in Mundwasser B keine weitere Verbesserung detektiert (40 (±4)%).
Im Gegensatz hierzu zeigte die Kombination aus Aspartat und Serin in der Mutante Bio-
Min 145_MME_SSS verglichen mit BioMin 145_MME eine geringere Bindefähigkeit
gegenüber Hydroxylapatit. Mit 72 (±2)% gebundenem Protein in HBST-Puﬀer bzw. 33
(±4)% in der Mundwasserformulierung beﬁndet sich die Bindefähigkeit dieser Mutante
unter den Werten, die für die Mutante BioMin 145_MME detektiert worden waren, je-
doch in einem vergleichbaren Bereich wie für den Wildtyp BioMin 145 (70 (±2)% bzw.
30 (±2)%).
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Diagramm 3.26: Ergebnisse der Bindungsversuche der erstellten Kombinationsvarianten und
des BioMin 145 Wildtypes. Bindungsversuche wurden mit 2 µM 5(6)-
Carboxyﬂuorescein-markiertem Protein an 10 mg Hydroxylapatit in HBST-
Puﬀer (weiße Balken) und 50% igem Mundwasser B (graue Balken) durch-
geführt.
Die erstellten Kombinationsmutanten wurden neben ihrer Bindeeigenschaft an Hydro-
xylapatitpulver auch an menschliche Zahnschnitte in 50% igem Mundwasser B gebunden.
Gebundene Proteine wurden nach Inkubation für 2 h bei 37 ◦C und fünfmaligem Waschen
unter dem Fluoreszenzmikroskop visualisiert. Abbildung 3.23 zeigt die entsprechenden
Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen. Wie bereits bei vorherigen Bindeversuchen an
Zahnschnitte konnte auch für die hier untersuchten Mutanten lediglich eine Bindung an
das Dentin (D), nicht aber an das härtere Enamel (E) nachgewiesen werden.
(a)
E
D
(b)
E
D
(c)
E
D
(d)
E
D
Abbildung 3.23: Menschliche Zahnschnitte nach Bindung der Kombinationsmutanten BioMin
145_MME_SSS (a)/(b) und BioMin 145_MME_RRR (c)/(d) in 50% igem
Mundwasser B. (a)/(c) zeigen Durchlichtaufnahmen, (b)/(d) die entsprechen-
de Fluoreszenzaufnahmen. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D)
und Enamel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
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3.2.2.3.3 Untersuchung der Nukleationseigenschaften der Kombinationsmu-
tanten
Neben der Bindung war das Hauptaugenmerk auf den Einﬂuss der Mutationen auf das
Nukleationsverhalten gelegt. Die neu erstellten Kombinationsvarianten wurden daher auf
ihre Nukleationseigenschaften in artiﬁziellem Speichel hin untersucht (Diagramm 3.27).
Im Gegensatz zu den Bindeversuchen zeigte hier die Kombination aus Aspartat und Serin
in der Variante BioMin 145_MME_SSS (40aaYaaD-(SD)3-DewA) eine leichte Beschleu-
nigung in der Mineralbildung verglichen mit der Variante BioMin 145_MME (40aaYaaD-
FDWDFD-DewA). Für die beiden anderen Kombinationsmutanten BioMin 145_MME_SRS
(40aaYaaD-SDRDSD-DewA) und BioMin 145_MME_RRR (40aaYaaD-(RD)3-DewA) wur-
de ebenfalls eine leichte Steigerung der Nukleationaktivität detektiert.
0 2 4
0,0
0,5
1,0
1,5
 Blank
 BioMin 145
 BioMin145_MME
 BioMin145_MME_SSS
 BioMIn145_MME_SRS
 BioMin145_MME_RRR
c(C
a
2+
)[m
M
]
Zeit [h]
Diagramm 3.27: Abnahme der Ca2+-Konzentration in artiﬁziellem Speichel in Anwesenheit
der Kombinationsmutanten im Vergleich mit der Kontrolle ohne Protein
(Blank).
Die während der Nukleation gebildeten Präzipitate wurden über Pulverdiﬀraktometrie
analysiert. Die Analyse lieferte für die drei Kombinationsvarianten als auch die Mutante
BioMin 145_MME die für Hydroxylapatit charakteristischen Signale (Abbildung 3.24).
Für die Kombinationsvarianten ((a)-(c)) und die Mutante BioMin 145_MME (d) wurden
Signale bei 2Θ = 25,9 ◦, 2Θ = 31,8 ◦ sowie 2Θ = 32,2 ◦ detektiert, die den kristallograﬁ-
schen (002) und (211) bzw. (112) Flächen in Hydroxylapatit entsprechen. Mit den Kom-
binationsvarianten war es demnach möglich das Fusionskonstrukt BioMin 145 in Hinblick
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auf eine beschleunigte Nukleation zu optimieren, ohne dabei die Fähigkeit zur Bildung
von Hydroxylapatit zu verlieren.
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Abbildung 3.24: Pulverdiﬀraktogramm des während der Nukleationsexperimente in artiﬁziel-
lem Speichel gebildeten Präzipitates in Anwesenheit der Kombinationsmu-
tanten BioMin 145_MME_SSS (a), BioMin 145_MME_SRS (b), BioMin
145_MME_RRR (c), der Mutanten BioMin 145_MME (d) und ohne Pro-
tein (e).
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4.1 Screening
Ziel dieser Arbeit war die Identiﬁkation von potentiellen Proteinen für den Einsatz in
Mundpﬂegeprodukten. Hierfür wurden von der BASF SE, Ludwigshafen, 24 unterschied-
liche Proteine gestellt. Um diese in Bezug auf ihre Bindeeigenschaften und Nukleations-
fähigkeit gegenüber Hydroxylapatit, dem mineralischen Hauptbestandteil der Zahnhart-
substanzen, zu bewerten, wurde ein Screeningsystem aufgebaut. In Abbildung 4.1 ist
schematisch der Aufbau der Screeningkaskade dargestellt. Hierbei sollten mögliche Kan-
didaten in der Lage sein, die gerichtete Remineralisierung der Zahnoberﬂäche zu fördern.
Sie sollten daher eine deutliche Bindefähigkeit gegenüber Hydroxylapatit aufweisen, an-
derseits auch eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation besitzen. Die Versuche
wurden zum einen in einer Puﬀerlösung durchgeführt, zum anderen erfolgte eine weitere
Versuchsreihe unter realitätsnäheren Bedingungen. Bindeversuche wurden in zwei 50%
igen Mundwasserformulierungen, Nukleationsexperimente in artiﬁziellem Speichel durch-
geführt. Proteine, die sowohl eine gute Bindung in den Mundwasserformulierungen als
auch eine beschleunigte Nukleation in artiﬁziellem Speichel zeigen, stellen mögliche Kan-
didaten für die Verwendung in Mundpﬂegeprodukten dar.
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positive Bindung
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit erstellten Screeningkaskade.
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4.2 Auswahl der Proteine
In dieser Arbeit wurden 24 Proteine auf ihr Binde- und Nukleationsvermögen gegenüber
Hydroxylapatit untersucht. Hierfür wurden auf der einen Seite Proteine gewählt, deren
natürliche Funktion im Bereich des Zahnaufbaus liegt. Hierzu zählen die unterschiedli-
chen Amelogeninderivate. Dabei wurde neben dem full length Amelogenin (BioMin 1-2)
und der natürlichen splicing Variante LRAP (BioMin 4-3) auch Fusionskonstrukte an das
oberﬂächenaktive Hydrophobin DewA (BioMin 7-2) sowie an Perlucin (BioMin 8-2-1),
ein Protein aus der Perlmutt-Mineralisation untersucht. In Kombination an DewA wur-
den außerdem der hydrophobe Mittelteil (BioMin 10) und der hydrophile C-terminale
Bereich (BioMin 11-2) des Amelogenins getestet. Durch die Mutationen M11A und P21A
im full length Amelogenin (BioMin 107) wurde eine bessere Expression gewährleistet und
eine Fragmentierung konnte vermieden werden (persönliche Mitteilung Dr. Thomas Sub-
kowski, BASF SE).
Als ein Beispiel für ein Protein, das während der Dentinogenese aktiv ist, wurde das DMP1
Derivat (#64) getestet (BioMin 47). Dieses Protein wurde von Tsuji et al. ausgehend von
den Motiven A (ESQES) und B (QESQSEQDS) des DMP1 entworfen.79 Für das Derivat
#64 konnte von der Forschergruppe eine beschleunigte Nukleation von Hydroxylapatit
nachgewiesen werden.
Eine weitere Gruppe untersuchter Proteine stellen die Statherinderivate dar. Als Speichel-
protein ist Statherin an der Stabilisierung von Ca2+-Ionen im Speichel mitverantwortlich.
In verschiedenen Studien konnte die Bindung an Hydroxylapatit über den N-terminalen
Bereich nachgewiesen werden.48,49,90–93 Daher wurden in dieser Arbeit zwei Statherin-
peptide, die die 21 N-terminalen Aminosäuren enthalten untersucht. Um zusätzlich die
Bedeutung von Phosphoserinresten zu ermitteln, wurde zum einen eine phosphorylierte
Variante (BioMin 115) sowie eine unphosphorylierte getestet (BioMin 114).
Das Hydrophobin DewA aus A. nidulans wurde aufgrund seiner oberﬂächenaktiven Ei-
genschaften gewählt. Die Fusion an die Synthase YaaD aus B. subtilis (BioMin 92) sowie
an die verkürzte Form 40aaYaaD (BioMin 93) diente dabei lediglich der rekombinanten
Expression des Proteins.89 Für eine gezielte Bindung und Nukleation von Hydroxylapatit
wurden an das Konstrukt BioMin 93 außerdem die Hydroxylapatit-bindenden Peptide
CPL12 (BioMin 144) und P11-4 (BioMin 145) fusioniert.76,86
Aufgrund seiner Ca2+-Bindefähigkeit wurde weiterhin das Histidinreiche Calcium-bindende
Protein HRC (BioMin 146) in das Screening aufgenommen.94 Als Kontrolle dienten für
die Bindung aus MI tooth mousse TM extrahierte Peptide, die aus dem Milchprotein
Casein gewonnen wurden (BioMin 60). Wie bereits erwähnt konnte für diese in unter-
schiedlichen klinischen Studien eine remineralisierende Wirkung nachgewiesen werden.20
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Als ein vergleichbares Produkt wurde das homemade Recaldent (BioMin 65) verwendet.
Dieses wurde bei der BASF SE durch tryptischen Verdau von Casein erhalten. Als weite-
re Positivkontrolle diente das Peptid DSS6, für das von Yarbrough et al. die Bindung an
Hydroxylapatit nachgewiesen werden konnte.35 Dieselbe Forschergruppe beschrieben das
Peptid #3-1 als nicht-bindend gegenüber Hydroxylapatit.35 Dieses Peptid diente in dieser
Arbeit als Negativkontrolle.
4.3 Identifikation Hydroxylapatit-bindender Proteine
Für eine gerichtete Mineralisierung ist die Bindung eines potentiellen Kandidaten an
die Zahnoberﬂäche für die Applikation in oral care Produkten unumgänglich. Außerdem
führt die Mineralisierung von Hydroxylapatit an unerwünschten Stellen zu pathologi-
schen Produkten, wie z. B. Zahnstein.14 In dieser Arbeit wurden daher die möglichen
Kandidaten bezüglich ihrer Bindeeigenschaften an Hydroxylapatitpulver bewertet (sie-
he 3.1.1.1). Zum Nachweis der Bindung dienten in diesem Fall Fluoreszenzmessungen.
Diese bieten den Vorteil, dass zum einen quantitative Messungen über die Fluorezenzin-
tensität aus der Lösung, zum anderen die dabei erhalten Ergebnisse über Fluorezenz-
mikroskopie qualitativ überprüft werden können. Als Markierungsreagenz wurde 5(6)-
Carboxyﬂuoresceinsuccinimidylester gewählt. Dies reagiert mit primären Amingruppen
unter Bildung einer Amidbindung und ermöglicht so die N-terminale Markierung der
Proteine. Der C-Terminus, der vor allem für die Amelogeninderivate als ausschlaggebend
für die Bindung postuliert wird, bleibt frei zugänglich.45,95,96
4.3.1 Bindeversuche an Hydroxylapatitpulver
Das Peptid #-3 (LIKHILHRL), das in dieser Arbeit als Negativkontrolle verwendet wurde,
zeigte lediglich in HBST-Puﬀer eine geringe, unspeziﬁsche Bindung unter 5% an Hydro-
xylapatitpulver. In Mundwasser konnte keine Bindung detektiert werden. Dies stimmt mit
den Ergebnissen von Yarbrough et al. überein, die dieses Peptid, ebenfalls nach Fluores-
zenzmarkierung, als nicht-bindend gegenüber Hydroxylapatit beschrieben hatten.35 Das
Peptid (DSS)6, das von der gleichen Gruppe auf die Bindung an Hydroxylapatit untersucht
wurde, zeigte gute Bindeeigenschaften in HBST-Puﬀer. In den Mundwasserformulierungen
konnte hingegen keine Bindung detektiert werden. Die aus MI tooth mousseTM extrahier-
ten Peptide (BioMin 60) zeigten sowohl in HBST-Puﬀer als auch in beiden Mundwasser-
formulierungen gute Bindeeigenschaften. Die enthaltenen Peptide wurden durch trypti-
schen Verdau des Milchproteins Casein erhalten. Dieses ist bekannt für seine hohe Aﬃ-
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nität gegenüber Ca2+.69 Im Gegensatz dazu zeigte ein vergleichbares Produkt der BASF
SE, BioMin 65 (homemade Recaldent), lediglich eine mäßige Bindeaktivität gegenüber
Hydroxylapatit in den Mundwasserformulierungen. Ähnlich wie BioMin 60 wurde dieses
Produkt ebenfalls durch tryptischen Verdau von Casein erhalten. Das unterschiedliche
Bindeverhalten lässt sich vermutlich auf die abweichende Zusammensetzung der Produk-
te zurückführen. Während BioMin 65 ein Gemisch aus verschiedenen Peptiden darstellt,
ist in BioMin 60 vermutlich nur ein Peptid (T1: EMEAES(P)S(P)IS(P)S(P)EEIVEQK)
enthalten.51,65 Dieses Peptid ist durch den hohen Anteil an Glutamat (E) und phospho-
rylierten Serinresten (S(P)) stark negativ geladen, wodurch die guten Bindeeigenschaften
an Hydroxylapatit, selbst in einer komplexen Lösung, wie Mundwasser, erklärt werden
können.
Eine vergleichbare Bindung wie die Positivkontrolle BioMin 60 weist das phosphorylierte
Statherinpeptid BioMin 115 auf. BioMin 115 besteht aus den 21 N-terminalen Aminosäu-
ren des Speichelproteins Statherin (DS(P)S(P)EEKFLRRIGRFGYGYGPY). Es enthält,
ähnlich wie BioMin 60, einen hohen Anteil an negativ geladenen Aminosäuren und zu
dem phosphorylierte Serinreste. Die Bedeutung der Phosphorylierung für die Bindung
wird durch Vergleich mit dem entsprechenden Statherinpeptid ohne Phosphoserinreste,
BioMin 114, deutlich. Für dieses Peptid wurde in HBST-Puﬀer eine deutlich geringere Bin-
dung mit lediglich 20% nachgewiesen, für die phosphorylierte Variante konnte ein Wert von
85% erreicht werden. In keiner der beiden Mundwasserformulierungen wurde für BioMin
114 eine Bindung detektiert (Diagramm 3.3). Die Bedeutung der Phosphorylierung für
die Bindung an Hydroxylapatit wurde bereits für Statherin und andere Speichelproteine
nachgewiesen. 2003 konnten Yin et al. bei der Untersuchung des Speichelproteins Histatin
1 eine deutlich höhere Bindeaﬃnität für das phosphorylierte Protein an Hydroxylapatit
beobachten, verglichen mit dem Protein ohne Phosphorylierung.97 Nach Dephosphorylie-
rung zeigten ebenso die Prolin-reichen Proteine A und C eine verminderte Bindung an
Hydroxylapatit.49,98 Dies wurde ebenfalls für Statherin nachgewiesen.99–102
Für die verschiedenen Amelogeninderivate konnte lediglich eine Bindung in HBST-Puﬀer
detektiert werden (Diagramm 3.2). Dabei zeigte das full length Amelogenin, ebenso wie
das Fusionsprodukt aus Amelogenin und dem TiO2 mineralisierendem Peptid R5,
80 die
niedrigste Binderate. Für Amelogenin ist bekannt, dass die Bindung an Hydroxylapa-
tit hauptsächlich über den C-terminalen Bereich stattﬁndet. Dieser enthält einen hohen
Anteil an geladenen Aminosäuren.43 Shaw et al. konnten die Bindung dieses Bereiches
an Hydroxylapatit über Festkörper-NMR-Messungen bestätigen.96 Es konnte weiterhin
gezeigt werden, dass die Deletion des C-terminalen Bereiches in vitro zu einer vermin-
derten Aﬃnität gegenüber Hydroxylapatitkristallen führt.103 Während in der Literatur
für Amelogenin und die splicing Variante LRAP (Leucinreiches Amelogenin-Polypeptid)
105
4 Diskussion
ein vergleichbares Bindeverhalten beschrieben wird, zeigte in dieser Arbeit das Entfernen
des hydrophoben Mittelteils des Amelogenins in BioMin 1-2 eine erhöhte Binderate für
das Leucinreiche Amelogenin-Polypeptid LRAP (BioMin 4-3). Interessanterweise führten
die Substitutionen M11A und P21A in Amelogenin (BioMin 107) zu einer gesteigerten
Bindefähigkeit. Für den N-terminalen Bereich des Amelogenins wurde lediglich eine ge-
ringe Aﬃnität zu Hydroxylapatit nachgeweisen.95 Durch Austausch des Methioninrestes
an Position 11 und des Prolinrestes an Position 21 durch das kleinere Alanin konnte die
Bindefähigkeit des Konstruktes gesteigert werden. Auch die Fusion an das oberﬂächen-
aktive Hydrophobin DewA aus A. nidulans erhöhte die Bindefähigkeit (BioMin 7-2). Die
Kombination des substituierten Amelogenins an das 12mer CPL12 (BioMin 163) führte
zu keiner Verbesserung der Bindefähigkeit.
Eine vergleichbare Bindung in den Mundwasserformulierungen, wie die Positivkontrolle
BioMin 60, zeigten die Hydrophobinfusionskonstrukte BioMin 144 und BioMin 145. Hy-
drophobine sind oberﬂächenaktive amphiphile Proteine aus Pilzen, die eine starke Tendenz
zum self-assembly besitzen und auf hydrophoben und hydrophilen Oberﬂächen stabile Mo-
nolayer ausbilden. Aufgrund ihrer hohen Oberﬂächenaktivität ﬁnden Hydrophobine unter
anderem Anwendung in der Modiﬁkation von Oberﬂächen bis hin zum Coating von Me-
dikamenten.104–109 Sie besitzen keine enzymatische Aktivität und werden daher auch als
performance proteine bezeichnet.110 Aus der Natur können Hydrophobine nur in geringen
Ausbeuten extrahiert werden. Durch Fusion an Proteine, die eine hohe Expressionsrate
in E. coli besitzen, konnte von der BASF SE die rekombinante Expression des Hydropho-
bins DewA aus A. nidulans in E. coli ermöglicht werden. Als optimaler Fusionspartner
erwies sich in den Untersuchungen die Synthase YaaD aus B. subtilis sowie eine verkürzte
Version von YaaD.89
Das Hydrophobin DewA gehört zur Klasse I der Hydrophobine. Diese zeichnen sich durch
eine hohe Stabilität und eine erhöhte Resistenz gegenüber hohen Temperaturen sowie
Detergenzien und Lösemitteln aus.110 Kürzlich wurde die Struktur des Hydrophobins
DewA in Lösung über NMR-Messungen gelöst.111 Für beide Konstrukte, YaaD-DewA
(BioMin 92) und 40aaYaaD-DewA (BioMin 93), konnte eine gute Bindung in HBST-
Puﬀer detektiert werden. In den Mundwasserformulierungen behielt jedoch nur BioMin
93 seine Bindefähigkeit. Für das Fusionskonstrukt YaaD-DewA (BioMin 92) konnte kei-
ne Bindung nachgewiesen werden, möglicherweise aus sterischen Gründen des größeren
YaaD. Durch Einbau der Hydroxylapatit-bindenden Peptide CPL1286 und P11-476 konn-
te die Bindefähigkeit noch weiter gesteigert werden (Diagramm 3.4). Die Fusion an das
TiO2 mineralisiernde R5 führte zu einer Verschlechterung in der Bindekapazität. In Ver-
bindung von DewA mit Amelogeninderivaten wie in BioMin 7-2 (Amelogenin-DewA),
BioMin 10 (Amelogenin∆42aaN-term.+∆17aaC-term.-DewA) und BioMin 11-2 (Amelo-
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genin: 23aaC-term.-DewA) konnten gute Binderaten in HBST-Puﬀer detektiert werden,
in den Mundwasserformulierungen konnte jedoch keine Bindung nachgewiesen werden.
Möglicherweise wird hier, wie auch bei BioMin 92, die Bindung bzw. die Ausbildung eines
Monolayers aufgrund sterischer Gründe gestört.
In den Bindeversuchen konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, die Bindung unter-
schiedlicher Proteine durch Fusion von Peptiden zu beeinﬂussen. So führte die Fusion der
Hydroxylapatit-bindenden Peptide CPL12 (BioMin 144) und P11-4 (BioMin 145) an das
Hydrophobin DewA zu einer deutlich gesteigerten Bindung. Im Gegensatz dazu, resultier-
te die Kombination mit dem TiO2 mineralisierendem Peptid R5 an Amelogenin (BioMin
77-5) zu keiner Verbesserung und die Kombination an das Hydrophobin DewA (BioMin
104-1) sogar zu einer Erniedrigung in der Bindefähigkeit (Diagramm 4.1).
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Diagramm 4.1: Vergleich der Bindung verschiedener Fusionsproteine nach Einbau von
Hydroxylapatit-bindender bzw. -nichtbindender Peptide an Hydroxylapatit.
BioMin 1-2: Amelogenin, BioMin 77-5: R5-Amelogenin, BioMin 93: 40aaYaaD-
DewA, BioMin 104-1: R5-40aaYaaD-DewA, BioMin 144: 40aaYaaD-CPL12-
DewA, BioMin 145: 40aaYaaD-P11-4-DewA.
Generell ist festzuhalten, dass die Bindeergebnisse der Versuche in HBST-Puﬀer und den
Mundwasserformulierungen stark von einander abweichen. Proteine, die eine hervorra-
gende Bindung in HBST-Puﬀer aufwiesen (z. B. BioMin 113 oder BioMin 146), verloren
ihre Bindefähigkeit in den Mundspülungen teilweise vollständig. Möglicher Grund hier-
für könnte die komplexe Zusammensetzung der Mundwasserformulierungen sein. Denkbar
wäre auch, dass die höhere Viskosität der Mundwasser durch den Zusatz von Glycerol,
die Bindung einiger Proteine beeinﬂusst. Dies müssten durch entsprechende Experimen-
te bestätigt werden. Zwischen den beiden Mundwasserformulierungen konnten lediglich
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geringe Unterschiede detektiert werden. Beide Mundwasserformulierungen unterscheiden
sich nur im enthaltenen Detergenz. Mundwasser A enthält Polysorbat 20, in Mundwas-
ser B ist das nicht-schäumende Pluronic 127 enthalten. Die Wahl des Detergenz scheint
demnach einen geringeren Einﬂuss auf die Bindung auszuüben.
4.3.2 Bindung an menschliche Zahnschnitte
In Mundwasser bindende Proteine wurden weiterhin auf ihr Bindeverhalten an mensch-
liche Zahnschnitte untersucht. Dabei konnte in allen Fällen eine Bindung hauptsächlich
an Dentin beobachtet werden (siehe 3.1.1.2). An Enamel wurde, wenn überhaupt, nur
ein geringer Anteil an gebundenem Protein nachgewiesen. Dies wurde bereits von Yar-
brough et al. beschrieben. Für das Peptid (DSS)6 wurde, ebenfalls nach Markierung mit
5(6)-Carboxyﬂuorescein, lediglich eine Bindung an Dentin festgestellt.35 In Dentin liegen
die Hydroxylapatitkristalle in einer weniger geordneten Struktur vor als im Zahnschmelz.
Yarbrough et al. führten die speziﬁsche Bindung an Dentin auf die Präferenz des Peptides
an weniger geordnete Strukturen zurück. Möglich wäre jedoch auch, dass aufgrund der
weicheren Struktur des Dentin, die Bindung an diesem erleichtert wird.
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4.4 Identifikation Hydroxylapatit-nukleierender Proteine
Nukleation, oder auch Keimbildung, ist der wichtigste Schritt der Mineralisation. Dabei
kommt es zur Phasentrennung in einer übersättigten Lösung und damit verbunden zur
Bildung der ersten Keime. Über die Nukleation kann demnach die Mineralisierung kon-
trolliert werden.4,7 Daher wurden die in dieser Arbeit untersuchten Proteine neben ihrer
Bindefähigkeit gegenüber Hydroxylapatit auch bezüglich ihre Nukleationseigenschaften
bewertet. Hierfür wurde zum einen die Mineralbildung durch Messung der Absorption bei
820 nm untersucht, zum anderen durch Messung der Abnahme in der Calciumkonzentrati-
on (siehe 3.1.2.1). Um der späteren Applikation entsprechend eine zügige Mineralisierung
der Zahnoberﬂäche zu gewährleisten, wurde in dieser Arbeit eine beschleunigte Nukleati-
on als positiv bewertet.
Der verwendete Nukleationsassay durch Messung der Absorption bei 820 nm wurde nach
Gungormus et al. 2008, angepasst.84 Die Forschergruppe verwendete dabei eine alkalische
Phosphatase, um die biologischen Verhältnisse während der Dentinogenese zu imitieren.
In dieser Arbeit wurde stattdessen anorganisches Phosphat verwendet. Im Vergleich zu
Detektion der Nukleation durch Verfolgung der Abnahme in der Calciumkonzentration, er-
wies sich Absorptionsmessung bei 820 nm als eher anfällig für Störungen. Durch Messung
der Absorption bei 820 nm kann nicht zwischen der Bildung eines anorganischen Präzipi-
tates und dem eventuellen Ausfallen von Proteinen unterschieden werden. Daher wurde
zusätzlich die Abnahme der Calciumkonzentration untersucht. Die eigentlich relevanten
Nukleationsversuche in artiﬁziellem Speichel erfolgten ausschließlich durch Messung der
Calciumkonzentration (siehe 3.1.2.2). Zur Bestimmung der c(Ca2+) wurde das Reagenz
o-Cresolphthalein verwendet. Dieses bildet im alkalischen pH-Bereichen mit vorhandenen
Ca2+-Ionen einen stabilen violetten Komplex.85
Gungormus et al. untersuchten 2008 den Einﬂuss der beiden 7mer Peptide HABP1 und
HABP2, die über Phage Display gegen Hydroxylapatit identiﬁziert worden waren. Für
beide Peptide wurde eine Verzögerung der Nukleation detektiert verglichen mit der Kon-
trolle ohne Peptid.84 Diesselbe Forschergruppe untersuchte 2012 das Nukleationsverhalten
von Amelogenin-basierten Peptiden (ADPs). Dabei wurden drei unterschiedliche Nuklea-
tionsverhalten beobachtet. Der Großteil der Peptide zeigte einen Nukleationsverlauf wie
die Kontrolle ohne Peptid. Das Peptid ADP7, für das eine hohe Bindeaﬃnität an Hy-
droxylapatit über Quartz Crystal Microbalance nachgewiesen werden konnte, bewirkte
eine Verzögerung der Nukleation. Für das full length Amelogenin rM180 sowie für das
Peptid ADP5, für das keine Bindeaﬃnität an Hydroxylapatit detektiert werden konnte,
zeigten einen beschleunigten Nukleationsverlauf.112 Diese drei unterschiedlichen Nukleati-
onsverhalten wurden auch in dieser Arbeit beobachtet. Es wurden Proteine gefunden, die
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einen stabilisierenden Eﬀekt auf die Nukleationslösung ausübten, als auch solche die einen
Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein zeigten. Außerdem konnten Proteine
identiﬁziert werden, die eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation hatten.
BioMin 60 und auch das phosphorylierte Statherinpeptid BioMin 115 zeigten beide einen
deutlich stabilisierenden Eﬀekt (siehe Tabelle 4.1). Sowohl in HEPES-Puﬀer als auch in
artiﬁziellem Speichel konnte die Nukleation über einen Zeitraum von 8 h bzw. 6 h voll-
ständig unterbunden werden. Dies entspricht ihrer natürlichen Funktion in Milch bzw.
Speichel. Wie bereits erwähnt weisen sowohl BioMin 60 als auch BioMin 115 einen ho-
hen Anteil an negativ geladenen Aminosäuren wie Aspartat, Glutamat und Phosphose-
rin auf. Es wird vermutet, dass beide aufgrund ihrer Ladung an am Anfang gebildete
Calciumphosphat-Cluster in der Milch bzw. dem Speichel binden. Auf diese Weise wird
das Kristallwachstum gehemmt, so dass die Cluster die kritische Größe, die für die Nu-
kleation erforderlich ist, nicht erreichen.69 Dies erklärt zum einen die gute Bindefähigkeit
als auch den stabilisierenden Charakter dieser beiden Verbindungen.
Im Gegensatz dazu zeigten die Amelogeninderivate BioMin 4-3 (LRAP) und BioMin 77-5
(R5-Amelogenin) eine beschleunigende Wirkung in artiﬁziellem Speichel, jedoch konn-
te keine Bindung in den Mundwasserformulierungen nachgewiesen werden. Dies ist ein
Beispiel dafür, dass aufgrund von Bindeeigenschaften keine Aussagen über die minerali-
sierenden Fähigkeiten eines Proteins getroﬀen werden können. Dies wurde ebenfalls von
Gungormus et al. beobachtet. Die Forschergruppe untersuchte die Bindungs- und Nuklea-
tionseigenschaften verschiedener Amelogenin-basierter Peptide. Dabei zeigte das Peptid
ADP5, das auf dem N-terminalen Bereich des Amelogenins basiert, keine Bindeaﬃni-
tät gegenüber Hydroxylapatit, jedoch eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation.
Es wird vermutet, dass dieses Peptid mit den Ca2+-Ionen in der Lösung wechselwirkt
und so eine lokale Übersättigung bewirkt.112 Das eine gute Bindefähigkeit nicht zwangs-
läuﬁg auch einer mineralisierenden Wirkung entspricht, zeigt das Hydrophobinkonstrukt
BioMin 93 (40aaYaaD-DewA). Obwohl es auch in den Mundwasserformulierungen gu-
te Bindeeigenschaften besitzt, zeigte es einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne
Protein. Durch Einbau der Hydroxylapatit bindenden Peptide CPL12 (BioMin 144) und
P11-4 (BioMin 145) wurde jedoch ein stark beschleunigender Eﬀekt beobachtet, sowohl
in HEPES-Puﬀer als auch in artiﬁziellem Speichel. Das freie Peptid P11-4 hingegen weist
keine nukleierenden Eigenschaften in artiﬁziellem Speichel auf (Diagramm 3.14b). Die-
ses Peptid wurde rational entworfen um Hydrogele zu bilden. Ab einer Konzentration
von 15 mg/mL beginnt die Hydrogelbildung.76 Dabei entstehen sogenannte Nanotapes,
die aufgrund der Primärstruktur des Peptides eine negativ geladene Oberﬂäche besitzen.
Diese makroskopische Struktur dient anschließend als Templat für die Nukleation von Hy-
droxylapatit. Dieses Prinzip der Stabilisierung ist in der Natur weit verbreitet. Zahlreiche
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natürlich vorkommende Proteine zeigen erst nach Stabilisierung an einer festen Oberﬂäche
oder Ausbildung einer deﬁnierten Sekundärstruktur (z. B. β-Faltblatt) mineralisierende
Eigenschaften. In freier Lösung zeigen sie keinen oder einen stabilisierenden Einﬂuss auf
die Nukleation.3,33,35,36,79,113–116
Da das freie P11 − 4 einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein zeigt, das
Fusionskonstrukt 40aaYaaD-P11-4-DewA (BioMin 145) hingegen stark beschleunigend auf
die Nukleation wirkt, kann dem Hydrophobin DewA, neben den bindenden Fähigkeiten,
auch eine stabilisierende Eigenschaft zu geschrieben werden.
Bei Betrachtung der Nukleationsergebnisse in HEPES-Puﬀer und artiﬁziellem Speichel
lassen sich kleinere Schwankungen ausmachen (Tabelle 4.1). So zeigten beispielsweise eini-
ge Amelogeninderivate in HEPES eine beschleunigende Wirkung, in artiﬁziellem Speichel
allerdings keinen Eﬀekt. Die Nukleation ist stark von der Übersättigung abhängig.4,10,44
Die Übersättigung eines Systems lässt sich unter Berücksichtigung der Aktivitäten und
der Löslichkeitsprodukte berechnen. Für die Höhe der Nukleationsbarriere gilt:
∆Gkrit =
16πγ3
3(ρs|∆µ|)
(4.1)
Das bedeutet, die Höhe der Nukleationsbarriere ist ∼ γ3 und ∼
1
|∆µ|
, also stark ab-
hängig von der Phasengrenzenergie γ und der Übersättigung. Die Unterschiede in den
Nukleationsversuchen in artiﬁziellem Speichel und HEPES-Puﬀer sind vermutlich auf die
unterschiedliche Übersättigung der beiden Lösungen zurückzuführen.
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Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Bindungsergebnisse in HBST-Puﬀer und den Mundwasserformulierungen in % sowie der Nukleations-
ergebnisse aus dem CPC (o-Cresolphthalein Complexone) Assay in HEPES-Puﬀer und artiﬁziellem Speichel. Grün markiert
sind Proteine, die eine Bindefähigkeit in den Mundwasserfromulierungen besitzen, jedoch keine beschleunigende Wirkung auf
die Nukleation; rot markierte Proteine weisen nur eine erhöhte Nukleationsaktivität auf; gelb markierte Proteine zeigen sowohl
bindende als auch nukleierende Eigenschaften.
Bindung Nukleation CPC
BioMin Name HBST Mundw A Mundw B Zahnschnitt HEPES Speichel
60 Peptides out of MI tooth mousseTM 70±9 37±3 30±1 D - -
65 homemade Recaldent 14±1 4±1 5±1 D - -
93 40aaYaaD-DewA* 43±9 11 19±4 25±3 D - o
104-1 R5-40aaYaaD-DewA* 63±1 2±1 2±1 D o -
115 Statherinpeptid phospho. 86±2 20±4 14±3 D - -
1-2 Amelogenin* 22±5 n.d. n.d. + o
7-2 Amelogenin+Hydrophobin* 56±1 n.d. n.d. + o
107 Amelogenin (mutein 11MA, 21PA)* 69±2 n.d. n.d. + o
4-3 LRAP* 59±1 n.d n.d. + +
77-5 R5-Amelogenin* 22±2 n.d. n.d. + +
11-2 (Amelogenin: 23aa C)-DewA* 62±3 n.d. n.d. o +
146 40aaYaaD-HRC* 96±1 8±3 10±4 D o o
145 40aaYaaD-P11-4-DewA* 72±1 31±2 30±1 D + +
144 40aaYaaD-CPL12-DewA* 50±3 27±3 36±2 D + +
* enthält C-terminal einen His6-Tag
n.d. nicht detektierbar
D Bindung an Dentin
+ Nukleation beschleunigt im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein
o Nukleation verläuft wie die Kontrolle ohne Protein
- Nukleation verzögert im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein
112
4 Diskussion
4.4.1 Charakterisierung der entstandenen Präzipitate
Für ausgewählte Proteine wurde der während der Nukleation gebildete Niederschlag durch
Pulverdiﬀraktometrie analysiert. Hierfür wurde das nach 4 h in der Nukleationslösung
entstandene Präzipitat untersucht. Um ausreichend Material zu erhalten, mussten die
Nukleationsansätze auf 30 mL bzw. 100 mL vergrößert werden. Aufgrund der begrenz-
ten Menge an Protein erfolgte die Analyse der gebildeten Niederschläge nicht für alle
Proteine. Für zwei Amelogeninderivate (BioMin 1-2, BioMin 4-3), das unphosphorylierte
Statherinpeptid (BioMin 114), drei Hydrophobinkonstrukte (BioMin 104-1, BioMin 144,
BioMin 145) sowie das Histidinreiche Calciumbindende Protein (BioMin 146) wurde der
entstandene Niederschlag analysiert. In allen Fällen konnte das gebildete Mineral durch
Pulverdiﬀraktometrie als Hydroxylapatit identiﬁziert werden (Abbildung 3.8 & 3.10, Ab-
schnitt 7.2.1). Dies gilt auch für die Kontrolle ohne Protein. Die dabei erhaltenen Spektren
zeigen unterschiedliche Intensitäten, die vermutlich auf Unterschiede in der Materialmenge
zurückzuführen sind. Eindeutige Unterschiede in der Kristallinität können daraus nicht
abgeleitet werden. Dies würde sich in einer veränderten Halbwertsbreite der einzelnen
Peaks deutlich machen. Diese scheinen in den hier enthaltenen Spektren jedoch gleich zu
sein.
Weiterhin wurden die Morphologie der Kristalle über Transmissionselektronen-Mikroskopie
untersucht. Hierbei konnten plättchenartige Kristalle gefunden werden, die bereits für Hy-
droxylapatit beschrieben worden sind.79,84,112 Gungormus et al. konnten plättchenförmige
Kristalle während der Nukleation von Hydroxylapatit in Gegenwart des Peptides HABP1
sowie des full length Amelogenins und der Peptide ADP7 und ADP5 nachweisen.84,112 Dies
wurde ebenfalls von Tsuji et al. bei der Untersuchung unterschiedlicher Peptide, die ausge-
hend von dem Dentin Matrix Protein 1 entworfen wurden, beschrieben.79 Beide Forscher-
gruppen beobachteten die Zusammenlagerung der Kristalle zu sphärischen Gebilden, wenn
kein Peptid in der Lösung vorhanden war. Dies konnte in dieser Arbeit bestätigt werden.
In Abwesenheit von Proteinen lagerten sich diese Kristalle zu sphärischen Gebilden zu-
sammen, wohingegen in Gegenwart von Proteinen feinere, netzartige Strukturen gefunden
wurden (vergleiche Abbildung 3.9 & 3.11). Die Analyse über Rasterelektronenmikroskopie
zeigte ebenfalls für das Präzipitat, das während der Nukleation in artiﬁziellem Speichel in
Anwesenheit des Hydrophobinkonstruktes BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA) gebildet
worden war, eine netzartige Struktur, wohingegen in Abwesenheit von Proteinen kugelför-
mige Präzipitate erhalten wurden (persönliche Mitteilung Thorsten Henkes, Universität
Stuttgart).
In dieser Arbeit wurde in allen untersuchten Fällen lediglich Hydroxylapatit als gebil-
dete Phase identiﬁziert. In der Literatur wird jedoch für Hydroxylapatit die Nukleation
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über amorphe Zwischenstufen postuliert.3,79 Dies konnte in dieser Arbeit nicht nachge-
wiesen werden. Allerdings ist festzuhalten, dass sowohl für die Pulverdiﬀraktometrie als
auch die Analyse über Transmissionselektronen-Mikroskopie der Niederschlag nach 4h
untersucht wurde. Um möglich amorphe Zwischenstufen nachzuweisen, wäre die Analyse
des gebildeten Präzipitates zu einem früheren Zeitpunkt interessant gewesen. Wie in den
Nukleationsverläufen in artiﬁziellem Speichel (Diagramm 3.11) deutlich ist, fällt die Kon-
zentration an c(Ca2+) innerhalb der ersten Stunde von 1,5 mM auf etwa 1,0 mM. Dies ist
eventuell auf die Bildung von amorphen Precursors zurückzuführen.
4.4.2 Nukleation mit Fluorid
Fluorid konnte als potenter Remineralisierungsagent identiﬁziert werden.53–55 Auch in die-
ser Arbeit wurde der Einﬂuss von Fluorid auf die Nukleation untersucht (siehe 3.1.2.3).
Hierfür wurde die Nukleation in artiﬁziellem Speichel in Gegenwart von 250 ppm Fluo-
rid untersucht. Die Wirkung von Fluorid ist stark Konzentrations- und pH-abhängig. Bei
geringer Konzentration wird die Bildung des stabilen Fluorapatit postuliert. Fan et al. be-
obachteten die Bildung von ﬂuoriertem Hydroxylapatit in Anwesenheit von Amelogenin
und 1 mg/mL Fluorid bei einem pH von 7,6.117 Abhängig von der Konzentration und
des pH Wertes ist jedoch die Bildung von CaF2 wahrscheinlicher. Vor allem in niedri-
gen pH Bereichen ist die Bildung von CaF2 thermodynamisch gefördert.
118,119 Weiter-
hin konnte ein Drei-Phasen-System aus CaF2, Ca(OH)2 und Fluorapatit nachgewiesen
werden.118,120 Gerth et al. untersuchten 2007 den Wirkmechanismus von Fluorid in Be-
zug auf die Zahnoberﬂäche. Als Fluoridquelle wurde Elmexr verwendet. Dieses enthält
1% Olaﬂur (N’- octadecyltrimethylendiamine-N,N,N’-tris(2-ethanol)-dihydroﬂuorid) und
Dectaﬂur (9-octadecenylaminehydroﬂuorid). Menschlicher Zahnschmelz wurde in vitro für
1-2 min mit Elmexr bei 20 ◦C behandelt und anschließend über Röntgen-Photoelektronen-
spektroskopie analysiert. Dabei konnte ein System aus CaF2 an der äußeren Zahnoberﬂä-
che und einer Schicht Fluorapatit direkt am Zahnschmelz nachgewiesen werden. Zwischen
diesen Bestandteilen wurde eine dünne Schicht Ca(OH)2 detektiert. Als Wirkmechanismus
postulierten die Forscher anhand dieser Ergebnisse zu Beginn die Bildung einer Schicht
CaF2 auf dem Zahnschmelz. Diese Schicht reagiert anschließend mit dem Hydroxylapatit
der Zahnoberﬂäche zu Fluorapatit und Ca(OH)2.
118 Dieser Bildungsmechanismus wurde
bereits 1937 von MacIntire et al. postuliert und 2010 von Müller et al. bestätigt, wobei
in dieser Studie CaF2 als Hauptkomponente identiﬁziert wurde, während Fluorapatit und
Ca(OH)2 nur in geringer Konzentration nachgewiesen werden konnte.
120,121
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4.5 Protein Engineering
Von den 24 untersuchten Proteinen zeigten nur zwei sowohl bindende als auch nukleieren-
de Eigenschaften (siehe 3.1.3). BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und BioMin 145
(40aaYaaD-P11-4-DewA) besitzen das Hydrophobin DewA, das zu den Bindeeigenschaf-
ten der beiden Konstrukte beiträgt. Die Nukleationsfähigkeit beruht in beiden Fällen auf
dem eingeführten Peptid. Kürzlich wurde ein ähnliches Konstrukt aus dem Hydrophobin
HFB II und Polyglutamat für die Mineralisierung von CaCO3 beschrieben.
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Auf Basis der Aminosäuresequenz dieser Peptide wurden Alaninvarianten erstellt, um den
Einﬂuss der verschiedenen Aminosäuren auf die Nukleation zu untersuchen (siehe 3.2).
CPL12 besitzt die Aminosäuresequenz Q P Y H P T I P Q S V H und wurde über
Phage Display gegen Hydroxylapatitkristalle identiﬁziert. Ein Sequenzvergleich zeigt eine
hohe Homologie gegenüber Kollagenfasern des Typs 1 sowie Amelogenin bzw. Statherin
(Abbildung 4.2).86
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Abbildung 4.2: Aminosäuresequenz des Peptids CPL12 sowie Aminosäurebereiche, die eine
hohe Homologie zu CPL12 aufweisen, aus Kollagen Typ I, Amelogenin und
Statherin.86 Für BioMin 144 sind zusätzlich die vier Aminosäuren (MGKK)
des Spacers aufgeführt.
Der Einﬂuss der positiv geladenen Aminosäuren wurde anhand von BioMin 144 bewertet.
Hierfür wurden vier Alaninvarianten (K47A, H52A, KK47/48AA und KK47/48/H52AAA)
erstellt. Die Bewertung dieser Mutanten bezüglich ihrer Bindeeigenschaften hat gezeigt,
dass die Lysinreste K47 bzw. K48, die als Spacer zwischen YaaD und dem Peptid CPL12
dienen, einen bedeutenden Einﬂuss auf die Bindefähigkeit an Hydroxylapatit besitzen.
Substitution dieser Aminosäuren durch Alanin führte für die Mutante 144_K47A zu ei-
ner Verringerung in der Bindung auf 21 (±2)%, für die Doppelmutante 144_KK47/48AA
auf 17 (±4)% in Mundwasser B verglichen mit dem Wildtyp (37 (±3)%). 1992 wurde
bereits von Fernandez et al. eine deutliche Adsorption an Hydroxylapatit für Polylysin
beschrieben.123 Die Bedeutung von Lysinresten für die Bindung an Hydroxylapatit wurde
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anhand von Statherin und Statherinpeptiden bereits über Festkörper-NMR-Messungen
nachgewiesen.90 Verglichen mit den Lysinresten K47 und K48 zeigte das Histidin an Po-
sition 52 mit einer Bindung von 30 (±4)% nur einen geringen Einﬂuss auf die Bindung an
Hydroxylapatit. Bezüglich der Nukleationseigenschaften allerdings führte die Substituti-
on des Histidin 52 durch Alanin zu einer deutlich verlangsamten Nukleation verglichen
mit dem Wildtyp-Konstrukt BioMin 144 (Diagramm 3.2.1.3). Bei zusätzlichem Austausch
der Lysinreste K47 bzw. K48 in der Tripelmutante 144_KK47/48/H52AAA wird dieser
Eﬀekt weiter verstärkt. Für die Nukleation spielt das Histidin an Position 52 demnach
eine entscheidende Rolle. Diese Ergebnisse decken sich mit Experimenten von Chung et
al. Durch Substitution in CPL12 von H4 und H12 durch Alanin wurde für das Peptid
nach Immobilisierung keine Nukleation innerhalb von 2 h detektiert. Normalerweise zeig-
te CPL12 in diesen Versuchen eine deutliche Mineralbildung innerhalb von 2 h.86 Für die
Nukleation von großer Bedeutung sind außerdem die Proline P2, P5 und P8. Alaninsubsi-
tutionen führten auch an diesen Positionen zu keine Nukleation innerhalb von 2h.86 Diese
Ergebnisse wurden ebenfalls für das Konstrukt BioMin 144 bestätigt.124
Als zweites Targetprotein für die Untersuchung durch Mutagenese wurde BioMin 145
gewählt. Dieses enthält das Peptid P11-4 (QQRFEWEFEQQ).76 Innerhalb der Peptidse-
quenz wurde zu Beginn ein Alaninscan durchgeführt. Dabei zeigten vor allem die Substi-
tutionen an den negativ geladenen Glutamatresten an den Positionen E53, E55 und E57
einen Einﬂuss auf die Nukleationseigenschaften des Konstruktes. Es konnte eine deutli-
che Verzögerung in der Nukleation detektiert werden, wenn mehr als ein Glutamat durch
Alanin ersetzt worden war. Dass negativ geladene Aminosäuren eine bedeutende Rolle für
das Nukleationsvermögen verschiedener Proteine gegenüber Hydroxylapatit besitzen, ist
weithin bekannt.?, 35, 38,113,115,125,126 So wurde für das stark negativ geladenene Bone Sialo-
protein 1993 von Hunter et al. eine stark beschleunigende Wirkung auf die Nukleation von
Hydroxylapatit beobachtet.38 Dabei wird das Nukleationsverhalten zwei Polyglutamat-
Domänen im N-terminalen Bereich des Proteins zugeschrieben.125,127,128 Gajjeraman et
al. identiﬁzierten den C-terminalen Bereich des Dentin Matrix Proteins 1 (DMP1) als
ausschlaggebend für die Nukleation von Hydroxylapatit. In Nukleationsversuchen zeigte
der N-terminale Bereich (Aminosäuren 1-334) eine stabilisierende Wirkung, wohingegen
für den C-terminalen Bereich (334-489), der zahlreiche Glutamat- und Serinreste enthält,
eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation von Hydroxylapatit.126 In weiteren Un-
tersuchungen konnten He et al. für die Cluster pA (ESQES, 386-390) und pB (QESQSE-
QDS, 414-422) innerhalb der C-terminalen Domäne von DMP1 eine Nukleationsaktivität
nachweisen. In Kombination zeigten diese Cluster eine beschleunigende Nukleation, wohin-
gegen die einzelnen Cluster keine Mineralbildung induzierten.37 Glutamat- und Aspartat-
reiche Cluster in Osteonectin konnten als Bindungsstelle für Hydroxylapatit identiﬁziert
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werden.129,130 Durch elektrostatische Wechselwirkungen können mittels negativ geladener
Aminosäuren Ca2+-Ionen aus der Lösung rekrutiert werden, was eine lokale Übersättigung
zur Folge hat. Auch in anderen Ca2+-bindenden Proteinen spielen saure Aminosäuren ei-
ne wichtige Rolle. Ca2+ ist eines der wichtigsten Metalle in biologischen Systemen und
wechselwirkt mit einer Vielzahl unterschiedlicher Proteine, dabei zeigen sich jedoch nur
wenige Unterschiede in der Ca2+-Bindestelle. Das häuﬁgste Bindemotiv ist die EF-Hand.
Dieses Bindemotiv wurde 1973 von Krestinger beschrieben für Parvalbumin und besteht
aus einer Helix-Loop-Helix-Struktur.131 Die Bindung des Ca2+-Ions ﬁndet über sechs der
zwölf Aminosäuren des Loops statt (Abbildung 4.3a). Die Koordination erfolgt hierbei
über Carbonylsauerstoﬀatome von Peptidbindungen und Carboxylgruppen saurer Ami-
nosäuren in einer pentagonal bipyramidalen Anordnung (CN=7). Die Koordination wird
häuﬁg durch ein Wassermolekül vervollständigt (Abbildung 4.3b).
(a) (b)
Abbildung 4.3: (a) Die Helix-Loop-Helix-Struktur aus Calmodulin (CaM). Die Bindung des
Ca2+-Ions (gelb) erfolgt über die Aminosäuren des Loops. (b) Koordination
des Ca2+-Ions (gelb) in CaM in einer pentagonalen bipyramidalen Anordnung
(durchgezogene Linien). Die NH-Gruppen der Peptidbindungen sind schwarz,
Sauerstoﬀatome rot und das koordinierende Wassermolekül blau markiert.132
Tabelle 4.2 zeigt die Aminosäureverteilung an den einzelnen Positionen der EF-Hand. Auf-
fällig ist auch hier, die hohe Anzahl an negativ geladenen Aminosäuren. An den Positionen,
die für die Ca2+-Koordination zuständig sind, beﬁnden sich hauptsächlich Aspartat- und
Glutamatreste.
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Tabelle 4.2: Aminosäureverteilung (in %) innerhalb der Sequenz des EF-Hand-Loops. Für
Aminosäuren, die an der Ca2+-Koordination beteiligt sind, sind die Position (X,
Y, Z, -X, -Y, -Z) und die Art der Koordination (über die Seitenreste (sc) oder
über die Peptidbindung (bb)) angegeben.132
EF-Loop-Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Koordinierender Ligand
X Y Z -Y -X -Z
sc sc sc bb sc sc
am häufigsten auftretend
Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr Ile Asp Phe Glu Glu
100% 29% 76% 56% 52% 96% 23% 68% 32% 23% 29% 92%
auch häufig vorkommend
Ala Asn Lys Ser Phe Val Ser Tyr Asp Asp
Gln Arg Asn Lys Leu Thr Ala Lys
Thr Asn Gln Glu Thr Ala
Val Tyr Asn Leu Pro
Ile Glu Gly Glu Asn
Glu Arg Gln Lys
Arg
Die Bedeutung der negativ geladenen Aminosäuren wurde weiterhin durch die Deletions-
mutanten bestätigt. Die Deletion der Glutamatreste führte zu einer verzögerten Nuklea-
tion. Die Glutaminreste, die sich an N- und C-Terminus von P11-4 beﬁnden, fördern die
Hydrogelbildung.76,133 Sie spielen für die Nukleation ein untergeordnete Rolle. Dies wurde
sowohl durch die Analyse der Alaninmutante 145_QQ49/50AA als auch durch die Deleti-
onsmutanten (145_∆6, 145_∆7) gezeigt. Die Stabilisierung des Peptides wird durch das
Hydrophobin DewA gewährleistet und die Ausbildung eines Hydrogels ist daher nicht er-
forderlich. Daher führte die Deletion der Aminosäuren Q49, Q50, Q58 und Q59 zu keiner
Verschlechterung der Nukleationsaktivität. Ebenso konnten die aromatischen Aminosäu-
ren Phenylalanin (F52, F56) und Tryptophan (W54) durch das nicht aromatische Alanin
substituiert werden, ohne eine signiﬁkante Verschlechterung der Nukleationseigenschaften
zu beobachten. Wie die Glutaminreste, tragen die aromatischen Aminosäuren in P11-4 zur
Hydrogelbildung bei, in diesem Fall über pi − pi-Stapelkräfte.75 Durch Analyse der Dele-
tionsmutanten konnte innerhalb des Fusionskonstruktes aus der verkürzten Variante des
YaaD und dem Hydrophobin DewA die Kernsequenz F E W E F E als ausschlaggebend
für die Nukleationseigenschaften identiﬁziert werden (145_∆8).
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Auf Basis der verkürzten Variante 145_∆8 (40aaYaaD-FEWEFE-DewA) wurde eine klei-
ne fokussierte Bibliothek erstellt. Da die Untersuchungen der Alanin- und Deletionsmu-
tanten bereits den Einﬂuss der negativ geladenen Glutamatreste demonstriert haben,
wurden an den Positionen E50, E52 und E54 lediglich Substitutionen durch das ungela-
dene Homolog Glutamin und das kleinere Aspartat durchgeführt. Wie erwartet zeigten
Substitutionen durch Glutamin eine Verringerung in der Binde- als auch der Nukleations-
aktivität. Dies bestätigt erneut die essentielle Rolle der negativ geladenen Aminosäuren
in Bezug auf die Bindung als auch die Nukleation von Hydroxylapatit. Die Substitution
durch Aspartat hingegen führte zu einer deutlichen Steigerung der Bindeeigenschaften
(Diagramm 3.22). Durch gleichzeitigen Austausch der Glutamatreste E50, E52 und E54
gegen Aspartat in der 145_Mutante EEE50/52/54DDD konnte die Bindung von 30 (±1)%
auf 41 (±4)% in Mundwasser B gesteigert werden. Bereits durch die Bindung der einzel-
nen Aminosäuren sowie von Polyaspartat und Polyglutamat konnte eine höhere Aﬃnität
gegenüber Hydroxylapatit für Aspartat nachgewiesen werden.130 Auch im Vergleich der
Peptide DSS4 und ESS4 konnten Yarbrough et al. geringere Bindungsaﬃnitäten gegenüber
Hydroxylapatit für das Glutamathaltige Peptid feststellen.35 Ebenso ist Aspartat in der
Calcium-bindenden EF-Hand häuﬁger als Glutamat vertreten (Tabelle 4.2). Dies wird auf
die weniger sterische Beanspruchung des kleineren Aspartates zurückgeführt.132 In Bezug
auf die Nukleationsaktivität konnte in dieser Arbeit durch den Austausch von Glutamat
zu Aspartat eine Beschleunigung erzielt werden. Dies steht jedoch im Widerspruch zur
Literatur. Für Polyaspartat wird eine stark inhibierende Wirkung postuliert.128,130,134 Su-
ping et al. konnten einen stabilisierenden Eﬀekt von freiem Aspartat auf die Nukleation
von Hydroxylapatit nachweisen. Als Mechansimus der Inhibierung wurde die Bindung der
freien Asparaginsäure an die (1010) Fläche und somit die Hemmung des Kristallwachs-
tums postuliert. Dabei wurde mit steigender Konzentration an Aspartat eine zunehmende
Stabilisierung nachgewiesen.134 Allerdings waren die eingesetzten Konzentrationen an As-
partat mit 2 - 10 mM deutlich über den in dieser Arbeit verwendeten Konzentration. In
dieser Arbeit wurden Proteinkonzentrationen von 25 µM verwendet, was bezogen auf As-
partat einer Konzentration von 75 µM entspricht, also deutlich unter 2 mM. Desweiteren
wurden in den Versuchen von Su-ping et al. freie Asparaginsäure verwendet, die demnach
zwei freie Carboxylgruppen für die Chelatisierung der Ca2+-Ionen und die Bindung an
die Hydroxylapatitkristalle besitzt. Fujisawa et al. untersuchten das Nukleationsvermö-
gen von Glu6 und Asp6 in einem Gelsystem. Dabei wurde für Glu6 eine beschleunigende,
für Asp6 eine inhibierende Wirkung auf die Nukleation von Hydroxylapatit beobachtet.130
Allerdings ist für viele Proteine bekannt, dass sie in vitro sowohl inhibierende als auch
beschleunigende Eﬀekte auf die Nukleation von Hydroxylapatit zeigen, abhängig von den
experimentellen Konditionen. So konnte für den Austausch einer Polyglutamatdomäne im
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Bonesialoprotein durch eine entsprechende Anzahl an Aspartatresten kein Unterschied in
der Nukleationsaktivität detektiert werden.125 In der Natur ﬁnden sich weiterhin zahlrei-
che Aspartatreiche Proteine, die die Nukelation von Hydroxylapatit fördern, wie z.B das
Dentinphosphoprotein.25,26,135
An den Positionen F49, W51 und F53 wurde weiterhin der Einﬂuss anderer Funktionalitä-
ten bewertet. Hierfür wurden als positiv geladene Aminosäuren Arginin und Histidin und
als hydroxylierte Aminosäuren Serin bzw. Tyrosin eingeführt. Neben den unterschiedli-
chen funktionellen Gruppen wurde außerdem der Einﬂuss von Aminosäuren, die aroma-
tische bzw. nicht-aromatische Seitenketten aufweisen, untersucht. Als nicht-aromatische,
nicht polare Aminosäure wurde zudem Valin eingesetzt. Bei Untersuchung der Bindeeigen-
schaften zeigte sich lediglich für die Mutante F49R eine leichte Verbesserung gegenüber
dem Wildtyp. Dies deckt sich mit den Alaninsubstitutionen auf Basis von BioMin 144
(40aaYaaD-CPL12-DewA). Auch dort zeigten Substitutionen an den positiv geladenen
Lysinresten den größten Einﬂuss auf die Bindeeigenschaften des Konstruktes. Für Stathe-
rin wurden die sauren Aminosäuren am N-Terminus des Proteins als ausschlaggebend für
die Bindung an Hydroxylapatit nachgewiesen. Es wurden jedoch auch Studien durchge-
führt, die sich mit der Rolle der basischen Aminosäuren Lysin und Arginin in Statherin
befassen. Über Festkörper-NMR-Messungen konnte von Ndao et al. zumindest eine große
Nähe für die Argininreste R9 und R10 an die Hydroxylapatitoberﬂäche nachweisen.92 Die
Einführung einer positiven Ladung durch Histidin hingegen lieferte keine Verbesserung.
Auch dies entspricht den Ergebnissen der Alaninmutanten auf Basis von BioMin 144.
Die Einführung von hydroxylierten Aminosäuren (Serin/Tyrosin) sowie des ungeladenen
Valins zeigten ebenfalls keinen Einﬂuss auf die Bindung. In Hinblick auf die Nukleations-
eigenschaften konnte durch den Austausch an den Positionen F49, W51 und F53 durch
Serin und Arginin eine Beschleunigung erzielt werden.
Basierend auf den Erkenntnissen der fokussierten Bibliothek wurden Mutationen, die sich
beschleunigend auf die Nukleation auswirkten, in drei Mutanten kombiniert. Durch Kom-
bination dieser Mutanten konnte die Nukleationsfähigkeit noch etwas gesteigert werden.
Im Fall der Mutante BioMin 145_MME_RRR konnte weiterhin die Bindeeigenschaft
weiter erhöht werden. Bei Betrachtung der Sequenz (RD)3 lässt sich eine gewisse Ähn-
lichkeit mit dem Peptid RADA16 (RADARADARADA) feststellen. Dieses Peptid wurde
entworfen um Hydrogele auszubilden. Es ﬁndet bereits in verschiedenen Bereichen der
regenerativen Medizin Anwendung.136 Dabei dient es jedoch eher als Target oder Stabili-
sator und erleichtert die Zelladhäsion an Implantate. Weiterhin konnte für dieses Peptid
eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation in artiﬁziellem Speichel nachgeweisen
werden (persönliche Mitteilung Thorsten Henkes, Universität Stuttgart).
Die Kombination der auf die Nukleation beschleunigend wirkenden Mutationen führte
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außerdem zu dem Konstrukt BioMin 145_MME_SSS (40aaYaaD-SDSDSD-DewA). Als
hartes Metallion erfolgt die Koordination von Ca2+ über harte Liganden, bevorzugt Sau-
erstoﬀatome.132 Die zusätzliche Einführung der Hydroxylgruppen durch die Serinreste in
der Mutante BioMin 145_MME_SSS führt daher vermutlich zu einer stärkeren Koordi-
nation der Ca2+-Ionen und damit zu einer höheren lokalen Übersättigung. Dies würde
die beschleunigte Nukleation erklären. Bei Betrachtung der Aminosäuresequenz ist die
Analogie zu dem predominanten Motiv DSS aus dem Dentinphosphoprotein oﬀensicht-
lich. Das Dentinphosphoprotein gehört zu den nicht-kollagenen Matrixproteinen während
der Dentinogenese. Dabei ist es sowohl in der Ablagerung der ersten Hydroxylapatitkris-
talle aber auch an der Kontolle über die Kristallform beteiligt.3,25,27 Diese Eigenschaften
werden auf das Motiv D-S-S zurückgeführt. Vor allem der C-terminale Bereich des Dentin-
phosphoproteins weist eine hohe Anzahl an Wiederholungen dieses Aminosäuretripletts
auf. In einem geringeren Ausmaß können auch Wiederholungen des Motivs DS gefunden
werden.28 Zwar beﬁnden sich alle Serinreste in diesem Fall in einem phosphorylierten Zu-
stand, jedoch konnte auch für die unphosphorylierten Varianten eine starke Bindung als
auch Nukleationsfähigkeit nachgewiesen werden. Ebenso konnten Yarbrough et al. einen
mineralisierenden Eﬀekt des unphosphorylierten Peptides (DSS)8 nach Immobilisierung
nachweisen. Wie bereits mehrfach diskutiert, scheint auch in diesem Fall das Hydropho-
bin das eingebaute Peptid zu stabilisieren. Das Peptid (DSS)6 (BioMin 78) zeigte keinen
Einﬂuss auf die Nukleation. Ebenso wird lediglich für immobilisierte Peptide des Motives
(DSS)n eine mineralisierende Wirkung beschrieben, nicht aber für die freien Peptide in
der Lösung.35,36
Interessanterweise wurde das ursprüngliche Peptid P11-4 entworfen um die strukturge-
benden Eigenschaften der extrazellulären Matrix zu imitieren und so die Nukleation von
Hydroxylapatit zu fördern. Durch Fusion an das Hydrophobin DewA und einen semi-
rationalen Ansatz wurde die Aminosäuresequenz des Peptids P11-4 schrittweise in eine
von der Natur vorgegebene Sequenz zurückgeführt. Dadurch konnte die Nukleationsfä-
higkeit des Konstruktes weiter gesteigert werden, ohne die Fähigkeit zur Bildung von
Hydroxylapatit zu verlieren. Die dabei enthaltene Sequenz ähnelt stark dem Motiv DSS
aus dem Dentinphosphoprotein, einem Protein aus der extrazellulären Matrix während
der Dentinogenese.
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4.6 Ausblick
In dieser Arbeit wurde ein System zur Bewertung unterschiedlicher Proteine bezüglich
ihrer Binde- und Nukleationseigenschaften gegenüber Hydroxylapatit erarbeitet. Für die
Anwendung in Mundpﬂegeprodukten wäre die Weiterentwicklung der verwendeten Assays
vor allem in Bezug auf die Mineralisierung sinnvoll. Dabei könnten die unterschiedlichen
Kandidaten direkt auf ihre remineralisierende Wirkung getestet werden.
Wie bereits unter 4.4.1 angesprochen, wäre die Charakterisierung der entstandenen Prä-
zipitate zu unterschiedlichen Zeitpunkten interessant. Auf diese Weise könnte geklärt wer-
den über welche Zwischenstufen die Nukleation von Hydroxylapatit in diesen Versuchen
verläuft.
Da bereits der Einbau der Sequenz SDSDSD in das Fusionskonstrukt 40aaYaaD-DewA
zu einer beschleunigten Nukleation geführt hat, könnte der Einbau des Motivs (DSS)n
zu einer weiteren Steigerung in den Nukleationsfähigkeiten führen. Interessant wäre auch
die Aufklärung der Kristallstruktur dieser Mutanten. Über Festkörper-NMR könnten au-
ßerdem detaillierte Aussagen über die für die Bindung verantwortlichen Aminosäuren
getroﬀen werden.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stabilisierung von Peptiden einen wich-
tigen Einﬂuss auf das Nukleationsverhalten hat. Dies konnte in den Konstrukten BioMin
144 und BioMin 145 durch das Hydrophobin DewA gewährleistet werden. Weiterhin ist
DewA für die Bindung an Hydroxylapatit verantwortlich. Interessant wäre nun, ob auf
diese Weise auch andere Materialien hergestellt werden könnten. Durch Einbau entspre-
chender Peptide könnte so eventuell die Synthese unterschiedlicher Materialien gelingen.
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Calciumphosphatmineralisation ist von großem Interesse in der Zahnpﬂege. Dabei stellt
die Verwendung von Proteinen und Peptiden in biomimetischen Ansätzen einen vielver-
sprechenden Weg dar, um die erodierte Zahnoberﬂäche zu behandeln.
Das Ziel dieser Arbeit war die Identiﬁkation von Proteinen, die später in Mundpﬂegepro-
dukten Anwendung ﬁnden können. Hierfür wurden 24 unterschiedliche Proteine bezüglich
ihrer Bindeeigenschaften und ihrer Nukleationsaktivität gegenüber Hydroxylapatit bewer-
tet. Die Untersuchung der Bindeeigenschaften erfolgte, nach Fluoreszenzmarkierung der
Proteine, über Messung der Fluoreszenzintensitäten und über Fluoreszenzmikroskopie.
Die Bindeversuche wurden zum einen in HBST-Puﬀer (150 mM NaCl, 50 mM HEPES
pH 7,5, 0,1% Tween 20) und für relevantere Versuchsbedingungen in den beiden 50%
igen Mundwasserformulierungen A und B durchgeführt. Für alle 24 Proteine, außer der
Negativkontrolle, konnte eine gute Bindefähigkeit in HBST-Puﬀer nachgewiesen werden.
Interessanterweise zeigten lediglich fünf Proteine eine gute Bindefähigkeit in den Mund-
wasserformulierungen mit mehr als 10% gebundenem Protein (BioMin 60, BioMin 93,
BioMin 115, BioMin 144 und BioMin 145). Für Proteine, die eine Bindeaktivität gegen-
über Hydroxylapatit in den Mundwasserformulierungen gezeigt hatten, wurde zusätzlich
das Bindeverhalten an menschliche Zahnschnitte untersucht. Dabei konnte in der Mund-
wasserformulierung B lediglich eine Bindung an Dentin, nicht jedoch an den Zahnschmelz
beobachtet werden.
Neben den Bindeeigenschaften wurden die 24 Proteine bezüglich ihrer Nukleationsakti-
vität gegenüber Hydroxylapatit bewertet. Hierfür wurden zwei Assays aus der Literatur
angepasst. Die Mineralbildung wurde zum einen durch Messung der Absorption bei 820
nm bewertet. Zum anderen wurde der Verbrauch an Ca2+-Ionen aus der Lösung ver-
folgt. Für die Nukleation wurde eine Versuchsreihe in einer gepuﬀerten Salzlösung (3,0
mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5) durchgeführt
und für realitätsnähere Konditionen eine zweite in artiﬁziellem Speichel. Dabei zeigte der
Großteil der Proteine einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein. Es wurden
allerdings auch Proteine identiﬁziert, die eine stabilisierende Wirkung auf die Nukleation
ausübten, und es wurden fünf Proteine identiﬁziert, die eine beschleunigende Wirkung auf
die Nukleation in artiﬁziellem Speichel zeigten (BioMin 4-3, BioMin 11-2, BioMin 77-5,
BioMin 144 und BioMin 145).
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Der während der Nukleation gebildete Niederschlag konnte über Pulverdiﬀraktometrie als
Hydroxylapatit identiﬁziert werden. Die Analyse über Transmissionselektronen-Mikroskopie
zeigte plättchenförmige Kristalle, die typisch für Hydroxylapatit sind.
In dieser Arbeit konnten Proteine identiﬁziert werden, die eine gute Bindung an Hydro-
xylapatit in den Mundwasserformulierungen zeigten, jedoch keine Beschleunigung in der
Nukleation bewirkten. Auf der anderen Seite wurden auch solche Proteine gefunden, die
einen beschleunigenden Eﬀekt auf die Nukleation hatten, allerdings keine Bindeaktivität
in den Mundwasserformulierungen aufwiesen. Diese Ergebnisse zeigen, dass aufgrund der
Bindeeigenschaften keine Rückschlüsse auf die Nukleationsaktivität der einzelnen Protei-
ne geschlossen werden können.
Von allen untersuchten Proteinen, zeigten nur die zwei Hydrophobinkonstrukte BioMin
144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA) sowohl bindende
Eigenschaften in den Mundwasserformulierungen als auch eine beschleunigte Nukleation in
artiﬁziellem Speichel. Beide Konstrukte besitzen dasselbe Grundgerüst aus einer verkürz-
ten Form der Synthase YaaD, einem Hydroxylapatit-bindenden Peptid und dem Hydro-
phobin DewA am C-Terminus. Das Konstrukt BioMin 145 wurde für weitere detaillierte
Untersuchungen durch ortsgerichtete Mutagenese gewählt. Da die Nukleationsaktivität
des Konstruktes auf die Sequenz des eingeführten Peptides (P11-4, QQRFEWEFEQQ)
zurückgeführt werden kann, wurden anhand dieser Sequenz Alanin- und Deletionsmutan-
ten erstellt, um für die Nukleation essentielle Aminosäuren zu identiﬁzieren. Die Analyse
der Alanin- und Deletionsmutanten verdeutlichte die wichtige Rolle der Glutamatreste
für die Nukleationsaktivität von BioMin 145. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Deletionsvariante 145_∆8 (40aaYaaD-FEWEFE-DewA), die nur noch sechs der ursprüng-
lichen elf Aminosäuren enthält, ein wildtyp-ähnliches Nukleationsverhalten besitzt. Auf
Basis dieser Deletionsvariante wurde eine fokussierte Bibliothek erstellt. Die Analyse der
erstellten Mutanten demonstrierte, dass nicht-aromatische, hydroxylierte (S) und geladene
(R/D) Aminosäuren einen positiven Eﬀekt auf die Bindung und die Nukleation von Hydro-
xylapatit besitzen. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden die drei Kombinationsmu-
tanten BioMin 145_MME_SSS (40aaYaaD-SDSDSD-DewA), BioMin 145_MME_SRS
(40aaYaaD-SDRDSD-DewA) und BioMin 145_MME_RRR (40aaYaaD-RDRDRD-DewA)
erstellt. Mit diesen Mutanten konnte das Konstrukt BioMin 145 bezüglich einer beschleu-
nigten Nukleation noch weiter optimiert werden. Besonders in Hinblick auf die Sequenz
der Mutante 145_MME_SSS ist die Analogie zu einem aus der Natur bekannten Motiv zu
erkennen. Interessanterweise wurde das ursprüngliche Peptid P11-4 rational entworfen um
die extrazelluläre Matrix zu imitieren. In dieser Arbeit konnte diese Sequenz, innerhalb
eines Fusionsproteins (BioMin 145), schrittweise in ein biologisch aktives Motiv (SD) aus
der Natur zurückgeführt werden. Die erhaltene Sequenz ähnelt stark dem aktiven Mo-
tiv des Dentinphosphoproteins, einem Protein der extrazellulären Matrix während der
Dentinogenese.
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Calcium phosphate mineralization is of particular interest in dental repair. Thereby, a
biomimetic approach using proteins or peptides seems to be a highly promising way to
reconstruct eroded teeth.
The aim of this work was to identify proteins that can be applied in oral care products.
Therefore a panel of 24 diﬀerent proteins was screened for their binding and nucleating
abilities towards hydroxyapatite. Binding abilities were determined after ﬂuorescence la-
beling of the proteins by measurments of the ﬂuorescence intensity and by ﬂuorescence
microscopy. Binding assays were performed in HBST buﬀer (150 mM NaCl, 50 mM HE-
PES pH 7.5, 0.1 % Tween 20) and for more relevant conditions in the two 50 % mouthwash
formulations A and B. For all 24 proteins, except the negative control, good binding abili-
tes were detected in the HBST buﬀer. Interestingly, only ﬁve proteins maintained their
binding activities in the mouthwash formulations and showed good binding with more
than 10 % bound protein (BioMin 60, BioMin 93, BioMin 115, BioMin 144 and BioMin
145). Proteins that maintained binding in the mouthwash formulations were also tested
for their binding behavior to human tooth slices. In the mouthwash formulation B only
binding towards dentin, not to enamel was observed.
Beside their binding activities, the 24 proteins were investigated for their nucleation ac-
tivity. Therefore two assays were adapted from the literature. Mineral formation was
followed by absorbance measurments at 820 nm. In addition, the consumption of Ca2+
ions in the solution was detected. Nucleation was performed in a buﬀered salt solution and
for more realistic conditions in artiﬁcial saliva. Most of the investigated proteins showed
a nucleation behavior similiar to the control without protein. But there were also pro-
teins identiﬁed that showed a stabilizing eﬀect on the nucleation and ﬁve proteins were
found, that exhibit an increased nucleation in artiﬁcial saliva (BioMin 4-3, BioMin 11-2,
BioMin 77-5, BioMin 144 and BioMin 145). The formed precipitate during nucleation was
identiﬁed as hydroxyapatite by X-ray powder diﬀraction. TEM analysis showed plate-like
crystals, that are typical for hydroxyapatite.
In this work proteins were identiﬁed that showed a good binding to hydroxyapatite in
the mouthwash formulations, but had no increasing eﬀect on the nucleation. In addition
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there were also proteins that exhibited an enhanced nucleation, but did not show bin-
ding actitvities in the mouthwash formulations. These results demonstrate that a strong
binding aﬃnity to hydroxyapatite is not necessarily an indication of its nucleation activity.
Out of the 24 tested proteins only two hydrophobin fusion proteins BioMin 144 (40aaYaaD-
CPL12-DewA) and BioMin 145 (40aaYaaD-P11-4-DewA) show binding abilities to hy-
droxyapatite in the mouthwash formulations and an increased nucleation in artiﬁcial
saliva. Both constructs share the same core structure based on a truncated version of
the synthase YaaD, a hydroxyapatite binding peptide and the hydrophobin DewA at
the C-terminus. The construct BioMin 145 was chosen for further detailed investigati-
ons by site-directed mutagenesis. Because the nucleation activity of the construct can
be attributed to the inserted peptide sequence (P11-4, QQRFEWEFEQQ), alanine and
deletion variants were created based on this sequence to identify crucial amino acids for
the nucleation activity. Investigation of the alanine mutations and the deletion variants
clearly demonstrated the importance of the glutamate residues for the nucleation activity
of BioMin 145. It has been also found that the truncated variant 145_∆8 (40aaYaaD-
FEWEFE-DewA) containing only six of the originally eleven amino acid residues shows a
wild-type like nucleation behavior. Based on this truncated variant a small focused libra-
ry was created. Analysis demonstrated that non-aromatic, hydroxylated (S) and charged
(R/D) amino acid residues show beneﬁcial eﬀects in the binding and nucleation of hydro-
xyapatite. With this knowledge the three combination variants BioMin 145_MME_SSS
(40aaYaaD-SDSDSD-DewA), BioMin 145_MME_SRS (40aaYaaD-SDRDSD-DewA) and
BioMin 145_MME_RRR (40aaYaaD-RDRDRD-DewA) were constructed. With these
variants the protein BioMin 145 could be further engineered towards a faster nucleation
activity. The sequence of the variant 145_MME_SSS is found to be similar to a motif
found in nature. Interestingly, the original peptide P11-4 was designed to mimic the ex-
tracellular matrices. In this work this sequence within a fusion protein was subsequently
modiﬁed into a biologically active motif (SD) that is found in nature. The obtained se-
quence is similar to the active motif in the dentin phosphoprotein, one of the proteins of
the extracellular matrix during dentinogenesis.
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7.1 Bindung an menschliche Zahnschnitte
Proteine, für die eine Bindefähigkeit in den Mundwasserformulierungen A und B nachge-
wiesen werden konnte, wurden weiter auf ihr Bindeverhalten an menschliche Zahnschnitte
untersucht (siehe 2.13.6 und 3.1.1.2). Im folgenden sind die entsprechenden Fluorezenz-
aufnahmen angeführt. Es konnte hauptsächlich eine Bindung an Dentin, jedoch nicht an
Enamel nachgewiesen werden.
(a)
E
D
(b)
E
D
Abbildung 7.1: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 8-2-
1 in 50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entspre-
chende Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und
Enamel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
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(a)
E
D
(b)
E
D
Abbildung 7.2: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 65 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
(a)
E
D
(b)
E
D
Abbildung 7.3: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 93 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
(a)
E
D
(b)
E
D
Abbildung 7.4: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 104-
1 in 50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entspre-
chende Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und
Enamel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
140
7 Anhang
(a)
E
D
(b)
E
D
Abbildung 7.5: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 115 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
(a)
E
D
(b)
E
D
Abbildung 7.6: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 144 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
(a)
E
D
(b)
E
D
Abbildung 7.7: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 146 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weißen Buchstaben gekennzeichnet.
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7.2 Nukleation in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
Für die Bewertung der Nukleationseigenschaften der 24 unterschiedlichen Proteine wurde
die Abnahme der Calciumkonzentration in einer Lösung aus 3,0 mM CaCl2 und 1,8 mM
Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 verfolgt (siehe 2.14.3 und 3.1.2.1.2).
Im Folgenden sind die Nukleationsverläufe der unterschiedlichen Proteine aufgeführt.
0 2 4 6 8
0
1
2
3
 Blank
 BioMin 1-2
 BioMin 4-3
 BioMin 7-2
 BioMin 8-2-1
 BioMin 10
 BioMin 11-2
 BioMin 77
 BioMin 107
 BioMin 163-2
c(C
a
2+
)[m
M
]
Zeit [h]
Diagramm 7.1: Übersicht über die Nukleation der Ameolgeninderivate in 10 mM NaCl, 50
mM HEPES pH 7,5 mit 3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4.
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0 2 4 6 8
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 BioMin 47
 BioMin 50-1
 BioMin 60
 BioMin 65
 BioMin 78
 BioMin 79
 BioMin 146
c(C
a
2+
)[m
M
]
Zeit [h]
Diagramm 7.2: Übersicht über die Nukleation der Kontrollen und weiterer Proteine in 10 mM
NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 mit 3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4.
0 2 4 6 8
0
1
2
3
c(C
a
2+
)[m
M
]
Zeit [h]
 Blank
 BioMin 113
 BioMin 115
 BioMin 114
Diagramm 7.3: Übersicht über die Nukleation der Statherinderivate in 10 mM NaCl, 50 mM
HEPES pH 7,5 mit 3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4.
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0 2 4 6 8
0
1
2
3
 Blank
 BioMin 92
 BioMin 93
 BioMin 104-1
 BioMin 144
 BioMin 145
c(C
a
2+
)[m
M
]
Zeit [h]
Diagramm 7.4: Übersicht über die Nukleation der Hydrophobinderivate in 10 mM NaCl, 50
mM HEPES pH 7,5 mit 3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4.
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7.2.1 Charakterisierung über X-ray Pulverdiffraktometrie
Für ausgewählte Proteine wurde der während der Nukleation (3,0 mM CaCl2, 1,8 mM
Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5) gebildete Niederschlag über Pulverdif-
fraktometrie charakterisiert. In allen Fällen konnte Hydroxylapatit als entstandene Phase
identiﬁziert werden.
Operations: Import
File: 1.raw - Type: 2Th/Th locked - Start: 24.000 ° - End: 67.000 ° - Step: 0.020 ° - Step time: 22.8 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 0 s - 2-Theta: 24.000 ° - Theta: 12.000 ° - Display plane: 1 - Anode: Cu - WL1: 1.5406 - WL2: 1.
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Abbildung 7.8: Pulverdiﬀraktogramm des Präzipitates gebildet in der Nukleationslösung aus
3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 in
der Gegenwart von BioMin 1-2.
76-0694 (C) - Hydroxyapatite, syn - Ca5(PO4)3OH - Y: 11.36 % - d x by: 1. - WL: 1.5406 - 0 - I/Ic PDF n.a. - I/Ic User n.a. - S-Q n.a.
Operations: Y Scale Add 208 | Import
File: 4.raw - Type: 2Th/Th locked - Start: 24.000 ° - End: 66.990 ° - Step: 0.030 ° - Step time: 10.8 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 0 s - 2-Theta: 24.000 ° - Theta: 12.000 ° - Display plane: 1 - Anode: Cu - WL1: 1.5406 -
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Abbildung 7.9: Pulverdiﬀraktogramm des Präzipitates gebildet in der Nukleationslösung aus
3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 in
der Gegenwart von BioMin 4-3.
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76-0694 (C) - Hydroxyapatite, syn - Ca5(PO4)3OH - Y: 11.36 % - d x by: 1. - WL: 1.5406 - 0 - I/Ic PDF n.a. - I/Ic User n.a. - S-Q n.a.
Operations: Y Scale Add -292 | Y Scale Add 401 | Import
File: 79.raw - Type: 2Th/Th locked - Start: 24.000 ° - End: 67.000 ° - Step: 0.020 ° - Step time: 22.8 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 0 s - 2-Theta: 24.000 ° - Theta: 12.000 ° - Display plane: 1 - Anode: Cu - WL1: 1.5406
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Abbildung 7.10: Pulverdiﬀraktogramm des Präzipitates gebildet in der Nukleationslösung aus
3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
in der Gegenwart von BioMin 79.
76-0694 (C) - Hydroxyapatite, syn - Ca5(PO4)3OH - Y: 11.36 % - d x by: 1. - WL: 1.5406 - 0 - I/Ic PDF n.a. - I/Ic User n.a. - S-Q n.a.
Operations: Import
E:\User\Theye\104.RAW - File: 104.RAW - Type: 2Th/Th locked - Start: 11.000 ° - End: 70.010 ° - Step: 0.015 ° - Step time: 15. s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 4 s - 2-Theta: 11.000 ° - Theta: 5.500 ° - Phi: 0.00 ° - Aux
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Abbildung 7.11: Pulverdiﬀraktogramm des Präzipitates gebildet in der Nukleationslösung aus
3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
in der Gegenwart von BioMin 104-1.
76-0694 (C) - Hydroxyapatite, syn - Ca5(PO4)3OH - Y: 11.36 % - d x by: 1. - WL: 1.5406 - 0 - I/Ic PDF n.a. - I/Ic User n.a. - S-Q n.a.
Operations: Import
File: 107.raw - Type: 2Th/Th locked - Start: 24.000 ° - End: 66.990 ° - Step: 0.030 ° - Step time: 50.4 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 0 s - 2-Theta: 24.000 ° - Theta: 12.000 ° - Display plane: 1 - Anode: Cu - WL1: 1.540
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Abbildung 7.12: Pulverdiﬀraktogramm des Präzipitates gebildet in der Nukleationslösung aus
3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
in der Gegenwart von BioMin 107.
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76-0694 (C) - Hydroxyapatite, syn - Ca5(PO4)3OH - Y: 11.36 % - d x by: 1. - WL: 1.5406 - 0 - I/Ic PDF n.a. - I/Ic User n.a. - S-Q n.a.
Operations: Import
File: 114.RAW - Type: 2Th/Th locked - Start: 24.000 ° - End: 67.000 ° - Step: 0.020 ° - Step time: 12. s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 0 s - 2-Theta: 24.000 ° - Theta: 12.000 ° - Display plane: 1 - Anode: Cu - WL1: 1.54
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Abbildung 7.13: Pulverdiﬀraktogramm des Präzipitates gebildet in der Nukleationslösung aus
3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
in der Gegenwart von BioMin 114.
76-0694 (C) - Hydroxyapatite, syn - Ca5(PO4)3OH - Y: 11.36 % - d x by: 1. - WL: 1.5406 - 0 - I/Ic PDF n.a. - I/Ic User n.a. - S-Q n.a.
Operations: Import
File: 146.raw - Type: 2Th/Th locked - Start: 24.000 ° - End: 67.000 ° - Step: 0.020 ° - Step time: 13.2 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 0 s - 2-Theta: 24.000 ° - Theta: 12.000 ° - Phi: 0.00 ° - Display plane: 1 - Anode: Cu -
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Abbildung 7.14: Pulverdiﬀraktogramm des Präzipitates gebildet in der Nukleationslösung aus
3,0 mM CaCl2, 1,8 mM Na2HPO4 in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
in der Gegenwart von BioMin 146.
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7.3 Nukleation in artifiziellem Speichel
Im Folgenden sind die Nukleationsverläufe der unterschiedlichen Proteine in artiﬁziellem
Speichel aufgeführt.
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 Blank
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 BioMin 8-2-1
 BioMin 10
 BioMin 11-2
 BioMin 77-5
 BioMin 107
 BioMin 163
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a
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)[m
M
]
Zeit [h]
Diagramm 7.5: Übersicht über die Nukleation der Amelogeninderivate in artiﬁziellem Spei-
chel.
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Zeit [h]
Diagramm 7.6: Übersicht über die Nukleation der Kontrollen und weiterer Proteine in artiﬁ-
ziellem Speichel.
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Diagramm 7.7: Übersicht über die Nukleation der Statherinderivate in artiﬁziellem Speichel.
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]
Zeit [h]
Diagramm 7.8: Übersicht über die Nukleation der Hydrophobinderivate in artiﬁziellem Spei-
chel.
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